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Einleitung: Hinsichtlich einer Assoziation zwischen dem Humanen Cytomegalievirus (HCMV) und
dem kolorektalen Karzinom ist die Studienlage kontrovers. HCMV, ein ubiquitäres Pathogen, hat
zwecks Begünstigung seiner Vermehrung intrazelluläre Strategien zur Nutzung des Wirtsstoffwech-
sels entwickelt. Bisherige Forschungsergebnisse konnten diesbezüglich zeigen, dass der Proteasom-
inhibitor MG132 die Replikation von HCMV bei den Fibroblasten inhibiert. Ziel dieser Arbeit
ist es, die Wirkung des spezifischen Proteasominhibitors Bortezomib auf die HCMV-Replikation
sowie apoptotische/nekrotische Effekte in Gegenwart von HCMV und/oder Bortezomib bei der
Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 zu überprüfen.
Methoden: Für den Nachweis der Permissivität von Caco-2 für HCMV wurde die Expression des
sehr frühen (IE1), frühen (pUL44) und späten (pp28) viralen Proteins mittels indirekter Immunfluo-
reszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Zur Überprüfung des Einflusses der Ko-Kultur und Ko-
Infektion auf die Caco-2-HCMV-Infektion diente der Plaquereduktionsassay. Desgleichen erfolgte
die Prüfung der antiviralen Wirkung von Bortezomib und (S)-MG132 (Kontrolle), verifiziert anhand
der Durchflusszytometrie sowie indirekten Immunfluoreszenz. Zytotoxische Nebeneffekte konn-
ten durch den Selektivitätsindex detektiert werden. Unter Verwendung von Durchflusszytometrie,
JC-1-Assay, Cell Death Detection ELISAPlus oder Western-Blot wurden apoptotische/nekrotische
Effekte bei den nichtinfizierten und infizierten Caco-2-Mono- und Ko-Kulturen nach zeitabhängiger
Behandlung mit serumarmen Medium und Bortezomib untersucht. Experimente zum Prolifera-
tionsverhalten erfolgten dementsprechend mithilfe des Trypanblau-Ausschlusstests.
Ergebnisse: Durch den Nachweis aller viralen Proteine, einschließlich Strukturproteine, konnte die
Permissivität von Caco-2 für HCMV bewiesen werden. Die antivirale Aktivität beider Proteasom-
inhibitoren war vermutlich mit zytotoxischen Nebeneffekten zu begründen. Der durch HCMV
zunächst induzierte geringe proapoptotische Effekt bei den Caco-2 wurde im zeitlichen Verlauf
antiapoptotisch. Zudem stabilisierte HCMV vermutlich frühzeitig das mitochondriale Membranpo-
tential, welches die proapoptotische Wirkung von Bortezomib blockierte. Bei den nichtinfizierten
Caco-2 zeigte Bortezomib einen leichten antiapoptotischen Effekt. Bei 7-tägiger Exposition bewirk-
te Bortezomib sowohl bei den nichtinfizierten als auch bei den infizierten Caco-2 einen leichten
zytotoxischen Effekt, welcher durch die Ko-Kultur ebenso vermindert wurde. Die Ko-Infektion
der Tumorzellen mit HCMV-infizierten Fibroblasten führte zu hohen Infektionsraten nichtvor-




Schlussfolgerung: HCMV wirkte im zeitlichen Verlauf bei den Caco-2, bei unveränderten Zellumge-
bungsbedingungen, gering antiapoptotisch. Bortezomib induzierte einen leichten antiapoptotischen
Effekt, der vermutlich zusätzlich HCMV-abhängig war. Die Chymotrypsin-ähnliche Aktivität des
26S-Proteasoms schien somit essentiell für die HCMV-Replikation bei den Zellen zu sein. Die
bei längerer Exposition insgesamt bei den Caco-2 induzierte leichte zytotoxische Wirkung von
Bortezomib wurde durch die Ko-Kultur gleichermaßen vermindert.
Schlüsselwörter: HCMV, Caco-2, antivirale Wirkung von Bortezomib, Apoptose, Ko-Kultur
Abstract
Introduction: The available evidence for an association between human cytomegalovirus (HCMV)
and colorectal carcinoma is controversial. The ubiquitous pathogen HCMV has developed intracel-
lular strategies for exploiting the host metabolism to promote its reproduction. Existing research
results show that the proteasome inhibitor MG132 inhibits the replication of HCMV in fibroblasts.
The aim of this study is to evaluate the effect of the specific proteasome inhibitor bortezomib on
HCMV replication as well as apoptotic/necrotic effects in the presence of HCMV and/or bortezomib
in the colorectal carcinoma cell line Caco-2.
Methods: To establish the HCMV permissiveness of Caco-2, the expression of the immediate early
(IE1), early (pUL44) and late (pp28) viral protein was analysed by indirect immunofluorescence
and flow cytometry. A plaque reduction assay served to determine the influence of co-culture and
coinfection on Caco-2 HCMV infection. The antiviral effect of bortezomib and (S)-MG132 (control)
was also investigated and verified by flow cytometry and indirect immunofluorescence. Cytotoxic
side effects were detected by the selectivity index. Using flow cytometry, JC-1 assay, Cell Death
Detection ELISAPlus or Western blot analysis, apoptotic/necrotic effects in uninfected and infected
Caco-2 monocultures and co-cultures were compared following time-dependent treatment with
low-serum medium and bortezomib. Experiments on proliferation behaviour were conducted using
the trypan blue exclusion test.
Results: HCMV permissiveness of Caco-2 was proven by detection of all viral proteins, including
structural proteins. The antiviral activity of both proteasome inhibitors was likely due to cytotoxic
side effects. The slight proapoptotic effect initially induced by HCMV in Caco-2 became anti-
apoptotic in the further course. Additionally, HCMV likely stabilized the mitochondrial membrane
potential early, which blocked the proapoptotic effect of bortezomib. In uninfected Caco-2, bortezo-
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mib exhibited a slight antiapoptotic effect. After 7-day exposure, bortezomib had a slight cytotoxic
effect in uninfected and infected Caco-2, which was also reduced by co-culture. Co-infection of
tumour cells with HCMV-infected fibroblasts led to high infection rates of non-pretreated Caco-2,
with a likely cell-count-dependent and titre-dependent cytopathic effect or proliferation increase.
Conclusion: Over time, under unchanged ambient conditions, HCMV had a slight antiapoptotic
effect on Caco-2. Bortezomib induced a slight antiapoptotic effect, which was likely additionally
HCMV-dependent. The chymotrypsin-like activity of the 26S proteasome therefore appeared essen-
tial for HCMV replication in the cells. The slight cytotoxic effect of bortezomib induced in Caco-2
following longer-term exposure was equally reduced by co-culture.




2.1 Das kolorektale Karzinom
2.1.1 Epidemiologie
Das kolorektale Karzinom (KRK) zählt zu den häufigsten malignen Tumoren Deutschlands. Für
das Jahr 2014 gab das Zentrum für Krebsregisterdaten (ZfKD), im Robert Koch-Institut, eine stan-
dardisierte Erkrankungsrate1 für Frauen mit 35,7 (Prognose für 2018: 32,8) und für Männer mit
54,0 (Prognose für 2018: 50,6) sowie eine standardisierte Sterberate1 entsprechend mit 12,8 und
21,0 an [1]. Im Jahr 2014 war das KRK die zweithäufigste Tumorlokalisation aller Krebsneuerkran-
kungen bei Frauen und die dritthäufigste bei Männern sowie die dritthäufigste Tumorlokalisation
aller Krebssterbefälle bei beiden Geschlechtern [2]. Das Erkrankungsrisiko ist bis ins hohe Alter
ansteigend. Ein vergleichsweise hohes mittleres Erkrankungsalter von 75 (Frauen) sowie 72 Jahren
(Männer) ist dem entsprechend. Jenseits des 70. Lebensjahres erkranken mehr als die Hälfte der
Patienten, nur etwa 10 % vor dem 55. Lebensjahr. Seit dem Jahr 2003 ist ein Rückgang der alters-
standardisierten Erkrankungsraten zu verzeichnen, der sich zuletzt noch verstärkt hat [1]. Weltweit
werden einer Schätzung zufolge im Jahr 2018 über 1,8 Millionen neue Karzinomfälle und 881 000
Todesfälle auftreten. Die Inzidenz ist der deutschen Rangfolge für das Jahr 2014 entsprechend. In
Bezug auf die Mortalität liegt das KRK bei Frauen an zweiter und bei Männern an dritter Stelle [3].
2.1.2 Definition und Ätiologie
Das KRK ist definiert als maligner, die Submukosa (Tela submucosa) infiltrierender Tumor aboral
der Ileozäkalklappe liegend [4]. Die Grenze zwischen Kolon und Rektum wird unterschiedlich
eingeteilt. Nach dem internationalen Dokumentationssystem gelten als Rektumkarzinome Tumoren,
deren aboraler Rand bei der Messung mit dem starren Rektoskop 16 cm oder weniger von der Ano-
kutanlinie entfernt ist. Die intraoperative Beurteilung erfolgt anhand des Endes der Tänien (Taeniae
coli) oder der peritonealen Umschlagsfalte mit Abhängigkeit vom Alter, Geschlecht und anderen
Faktoren [5]. Im Jahr 2014 wurden laut ZfKD fast zwei Drittel der Erkrankungen im Kolon entdeckt.
26 % der Karzinomfälle der Frauen und 33 % der Fälle der Männer machen Krebserkrankungen des
Rektums aus. Der Übergang zwischen Kolon und Rektum (Rektosigmoid) wird als Lokalisation
immer seltener angegeben. Im Analkanal treten nur 1–2 % der Krebserkrankungen auf, wobei die
Inzidenz jedoch steigend ist. Abgesehen von den überwiegenden Plattenepithelkarzinomen im
Analbereich finden sich histologisch fast ausschließlich Adenokarzinome [1, 6].
Da die Ätiologie des KRK weiterhin unbekannt ist, wird von einer multifaktoriellen Genese
1je 100.000 Personen, altersstandardisiert nach alter Europabevölkerung
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ausgegangen. Exogene und endogene Risikofaktoren wie Tabakkonsum, Übergewicht, Bewegungs-
mangel, ballaststoffarme Ernährung, Alkohol, der Genuss von rotem Fleisch sowie zunehmendes
Alter zählen unter anderem (u. a.) zu den prädisponierenden Risikofaktoren [6–9]. Weiterhin sind
Verwandte ersten Grades von Patienten mit KRK beziehungsweise (bzw.) Adenomen selbst über-
durchschnittlich häufig betroffen sowie Patienten mit Adenomen [5]. Das KRK tritt ungefähr
zu 70–85 % aller Fälle sporadisch auf, 20–30 % sind familiärer Ursache und 2–5 % hereditären
Ursprungs [10, 11], bei 1 % bilden Inflammationen die Grundlage [12, 13].
Das autosomal-dominant vererbte hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) (2–4 %)
und die ebenso autosomal-dominant vererbte familial adenomatous polyposis (FAP) (circa (ca.) 1 %)
sind die häufigsten Ursachen aller kongenital bedingten KRK. Charakteristisch für das HNPCC ist
ein Lebenszeitrisiko von 32–59 % für Frauen und 34–73 % für Männer, extrakolonische Tumormani-
festationen, synchrone/metachrone Zweitkarzinome des Kolons und Rektums sowie die bevorzugte
Tumorlokalisation im rechten Hemikolon. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 45 Jahren. Auf-
grund fehlender bzw. minimaler Anzahl von Polypen erfolgt die Einteilung des HNPCC nach den
Amsterdam-Kriterien I, II sowie den revidierten Bethesda-Kriterien. Ursächlich für das HNPCC
ist eine Keimbahnmutation in einem der Gene des deoxyribonucleic acid (DNA)-mismatch repair
(MMR)-Systems (Lynch-Syndrom) (human mutator (mut)L homolog 1 (hMLH1) und human mutS
homolog 2 (hMSH2) (80–90 %), hMSH6 und human postmeiotic segregation increased 2 (hPMS2)
(10–20 %)). Zusätzlich können Deletionen in dem vor dem hMSH2-Gen gelegenen epithelial cell
adhesion molecule (EpCAM)-Gen (ca. 3 %) HNPCC verursachen. Die Folge der Mutation ist eine
fehlerhafte DNA-Replikation während der Tumorzellteilung mit Nachweis variabler Längen von
simple sequence repeats (SSR, Mikrosatelliten) (microsatellite instability (MSI) [14–16].
Die FAP wird durch eine Keimbahnmutation im adenomatous polyposis coli (APC)-Gen, ein
Tumorsuppressorgen, auf Chromosom 5 (5q21-22) bei ungefähr 80-90 % der Patienten mit einer
typischen FAP verursacht. Etwa die Hälfte der FAP-Patienten entwickeln multiple (> 100) Adenome
ab dem 15. Lebensjahr und 95 % im Alter von 35 Jahren. Bei einem Teil der Patienten manifestiert
sich die Erkrankung extrakolonisch. Da die Mehrheit der Patienten mit FAP zwischen dem 40. und
50. Lebensjahr ein Karzinom entwickeln, ist die Kolektomie die Therapie der Wahl [11, 17].
2.1.3 Molekulare Mechanismen der Pathogenese
Für das Entstehen des sporadischen KRK sind auf genomischer Ebene mit der chromosomal insta-
bility (CIN) (suppressor pathway), der MSI (mutator pathway) und dem cytosine (C)-p-guanine (G)
island methylator phenotype (CIMP) hauptsächlich drei molekulare Mechanismen bekannt [18, 19].
Die Adenom-Karzinom-Sequenz nach Fearon und Vogelstein (1990), bei der die Gesamtakkumu-
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lationen genetischer Alterationen der Proto-Onko- und Tumorsuppressorgene zur Transformation
des normalen Epithels über adenomatöse Zwischenstufen zur Neoplasie führen [20] und damit
der CIN zugrunde liegt, ist für ungefähr 60 % der sporadischen KRK verantwortlich [21]. Cha-
rakteristisch sind Zugewinne oder Verluste ganzer Abschnitte eines Chromosoms, welche u. a. zu
einer Aneuploidie, einer Amplifikation sowie zu einem Verlust der Heterozygotie führen können.
Die meisten KRK, wie auch die FAP, gehen von der biallelischen Inaktivierung des APC-Gens
aus, die zu Störungen der chromosomalen Segregation sowie des zytoplasmatischen β -Catenin-
Destruktionskomplexes APC / Axin1 / glycogen synthase kinase-3 α/β (GSK-3) / casein kinase-1
(CK1) führen. Das Versagen des Abbaus von β -Catenin mündet in eine erhöhte Induktion der
wingless/int-1 (Wnt)-Signalisierung. Das im Zytoplasma akkumulierte β -Catenin transloziert in den
Zellkern und induziert über die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktorkomplex T-cell factor / lym-
phoid enhancer-binding factor (TCF/LEF) die Transkription von Wnt-Zielgenen. Mit der Bildung
von polyploiden Zellen, dem verlängerten Zellüberleben und der Hyperproliferation werden potenti-
elle pathogene Mechanismen bei der Initiation der CIN angezeigt [18, 22–24]. Experimentelle Mo-
delle lassen vermuten, dass früheste Adenom-Stadien durch aberrant crypt foci (ACF), vornehmlich
Abb. 2.1 Adenom-Karzinom-Sequenzmodell der chromosomalen Instabilität im kolorektalen Karzinom
Stark vereinfachte schematische Darstellung des Mehrstufenmodells ausgehend von der chromosomalen Instabili-
tät (CIN), die durch verschiedene genetische Veränderungen zur Transformation des normalen Epithels über Zwi-
schenstufen adenomatöser Polypen zum kolorektalen Karzinom führt (nach Walther et al. (2009) [25], erweitert
entsprechend dem genetischen Modell zur kolorektalen Karzinogenese von Fearon und Vogelstein (1990) [20]).
APC = adenomatous polyposis coli, KRAS = Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, SMAD4 = MAD, mothers
against decapentaplegic homolog 4 (Drosophila), CDC4 = cell division control protein 4, TP53 = tumor protein p53,
Wnt = wingless/int-1, BRAF = B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase, TGFβR2 = transforming growth factor-β
receptor 2, BAX = BCL2 associated X, IGF2R = insulin-like growth factor 2 receptor.
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der dysplastische Subtyp, mit epithelialer Hyperzellularität, abnormen nukleären Merkmalen sowie
ungeordneter Reifung, unter Beteiligung des oberen Bereichs des Kryptenepithels, gekennzeichnet
sind [26]. Die Mutation im Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS proto-oncogene),
die Deletion des langen Arms von Chromosom 18q (deleted in colorectal carcinoma (DCC); MAD,
mothers against decapentaplegic homolog 4 (Drosophila) (SMAD4); SMAD2) sowie die Mutation
im p53-Gen auf Chromosom 17p sind mit einer schlechten Prognose bzw. hohem metastatischen
Potential assoziiert [18, 20, 25].
Der MSI-Weg stellt eine Form der genomischen Instabilität dar, der an der Genese von etwa
15 % der sporadischen KRK sowie mehr als 95 % der HNPCC beteiligt ist. Die MSI wird über
die Inaktivität des MMR-Systems, durch Mutationen u. a. in den Genen hMLH1, hMLH3, hMSH2,
hMSH3, hMSH6, hPMS1 sowie hPMS2, verursacht [18, 20]. Auf dessen Grundlage hat der MSI-
Status eine therapeutische sowie prognostische Relevanz [5].
Der dritte Weg umfasst die epigenetische Inaktivierung mittels CIMP, der bei etwa 20–30 % der
sporadischen KRK gefunden wurde. Dessen klinische Merkmale ähneln denen, die mit MSI assozi-
iert sind. Der Mechanismus basiert auf die 5’-Cytosin-Methylierung im CpG-Dinukleotid, lokalisiert
in der Promotorregion der Gene, die u. a. für die Zellzyklusregulation, den genetisch programmierten
Zelltod (Apoptose), die Angiogenese, die DNA-Reparatur sowie die Invasion verantwortlich sind.
Die MSI ist dabei auf den Ausfall von hMLH1 durch Methylierung des hMLH1-Promotors infolge
somatischer Mutationen im B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase (BRAF), insbesondere
der Mutation V600E, zurückzuführen, die bei 90 % der Karzinomfälle in den sessilen serratierten
Adenomen, aber nicht in den herkömmlichen Adenomen erkannt wurde. Die BRAF-Mutation wird
häufig in den CIMP-high-Tumoren identifiziert und ist mit einem erhöhten Zellwachstum, einer
Progression der Karzinogenese und einer hohen Mortalität verbunden. Zur Unterscheidung zwi-
schen einem HNPCC-assoziierten und einem sporadischen KRK kann neben dem MSI-Status die
BRAF-Analyse Auskunft geben [5, 15, 18, 24].
2.1.4 Symptome und Diagnostik
Das KRK kennzeichnet klinisch eine uncharakteristische lokale Symptomatik mit rektalen Blu-
tungen, plötzlich veränderten Stuhlgewohnheiten einschließlich unspezifischen Abdominalschmer-
zen und Ileus. Weiterhin können Allgemeinsymptome wie ungewollter Gewichtsverlust, Anämie-
Symptomatik sowie paraneoplastische Syndrome auftreten. Eine fortgeschrittene Lebermetastasie-
rung zeigt sich durch Ikterus und Leberinsuffizienz. Husten wie Dyspnoe weisen auf eine pulmonale
und/oder pleurale Metastasierung hin. Selten treten Knochenschmerzen bei Skelettmetastasen und
neurologische Symptome bei zerebraler Metastasierung auf [27]. Zum Zeitpunkt der Erstdiagno-
7
Einleitung
se eines KRK liegen bei 25 % der Patienten Fernmetastasen vor, wobei 19 % in der Leber, 9 %
im Peritoneum und 3 % in der Lunge zu finden sind. Weitere Fernmetastasen in nichtregionären
Lymphknoten, der Haut, des Ovars und der Knochen sind mit 1–2 % selten [5].
Die Diagnostik bei neu aufgetretener Symptomatik umfasst die digitale rektale Untersuchung
und die komplette Koloskopie mit Biopsie. Für das Staging und die Therapieplanung wird die
Abdomensonografie, die Computertomografie oder die Magnetresonanztomografie des Abdomens
sowie das Röntgen und die Computertomografie des Thorax bzw. die Bestimmung des Carcinoem-
bryonalen Antigens empfohlen [27].
2.1.5 Klassifikation, Therapie und Prävention
Die Einteilung des KRK in entsprechende Stadien ist nach den Vorgaben der Union for Interna-
tional Cancer Control (UICC) in der 6. Auflage der tumor-node-metastasis (TNM)-Klassifikation
maligner Tumoren (2002) [28], erweitert in der 7. Auflage (2010) [29], angegeben. Auf dessen
Grundlage sowie den Empfehlungen des aktuellen S3-Leitlinienprogramms (Arbeitsgemeinschaft
der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V. (AWMF)), unter Berücksichtigung
des Status praesens der Patienten, erfolgt die Therapie primär radikalchirurgisch mit kurativem Ziel.
Bei Patienten mit einem kurativ resezierten Kolonkarzinom im UICC-Stadium II ist eine adjuvante
Chemotherapie fakultativ, in Risikosituationen wie einem T4-Tumor sollte sie jedoch als Monothera-
pie mit Fluoropyrimidinen erwogen werden. Bei Patienten mit einem R0 resezierten Kolonkarzinom
im Stadium III ist eine adjuvante Chemotherapie mit Oxaliplatin indiziert, bei Kontraindikationen
kann auf eine Monotherapie mit Fluoropyrimidinen ausgewichen werden. Die kurative Therapie des
Rektumkarzinoms erfordert in der Regel neben der Resektion des Primärtumors im Gesunden die
partielle oder totale Entfernung des Mesorektums und damit des regionären Lymphabflussgebiets.
Beim Rektumkarzinom im UICC-Stadium II und III ist die neoadjuvante Radio- oder Radiochemo-
therapie, die eine 5-Fluorouracil-Monochemotherapie mit oder ohne Folinsäure beinhalten sollte,
indiziert. Nach Abschluss der Primärtherapie sowie prätherapeutisch bei jedem Rektumkarzinom,
Karzinomen des Stadiums IV, metachronen Fernmetastasen oder Lokalrezidiven sollte jeder Patient
auf einer interdisziplinären Tumorkonferenz vorgestellt werden. Weitere Optionen beinhalten das
therapeutische Vorgehen bei Metastasierung und in der palliativen Situation. Die Nachsorge um-
fasst im Stadium II und III diagnostische Methoden, die Rehabilitation und die Tertiärprävention.
Jederzeit besteht für die Patienten die Möglichkeit, psychoonkologische Betreuungen zu nutzen [5].
Die relative 5-Jahres-Überlebensrate für Patienten mit KRK liegt bei 64 %, mit besserer Prognose
der Patienten mit Kolonkarzinom gegenüber den Patienten mit Rektumkarzinom [27].
Präventive Maßnahmen zielen auf die Vermeidung von Risikofaktoren hinsichtlich der Ernäh-
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rung und Lebensgewohnheiten. Zusätzlich wird die Nutzung von Vorsorge/Früherkennungen für
die asymptomatische Bevölkerung ab dem 50. Lebensjahr empfohlen. Im Regelfall beinhaltet diese
die Koloskopie, mit Wiederholung im 10-Jahres-Rhythmus, sowie die obligate digital-rektale Un-
tersuchung. Für die Vorsorge/Früherkennung symptomatischer Bevölkerung stehen, entsprechend
den Risikogruppen, endoskopische Verfahren (Koloskopie, Sigmoidoskopie, Kapselkoloskopie),
Stuhltests (fäkaler okkulter Bluttest, genetische Stuhltests, Pyruvatkinase M2) bzw. radiologische
Methoden sowie besondere Vorsorgeprogramme zur Verfügung [5].
2.2 Einfluss der Fibroblasten im Tumormikrogewebe des kolorektalen
Karzinoms
Dem zellulären Anteil der Tumormikroumgebung (Tumorstroma) des KRK sind zu über 60 %
mesenchymale Zellen sowie Immunzellen, Endothelzellen und Zellen der glatten Muskulatur zuge-
hörig, welche, eingebettet in der extrazellulären Matrix (EZM), über stimulierende Wachstumsfak-
toren, Zytokine, Chemokine oder der EZM mit den Tumorzellen interagieren. Die nichtzelluläre
Komponente enthält EZM-Proteine wie Kollagene, Laminine, Fibronektine und Proteoglykane,
die die Wechselwirkung zwischen Proteinen erleichtern und Liganden für Zelloberflächenproteine
darstellen [30, 31].
Intestinale mesenchymale Zellen (IMZ) des normalen Darms, erzeugt durch Mesothelin-positive
Zellen und möglicherweise Zellen der Neuralleiste, umfassen neben den in der Lamina propria
residierenden Fibroblasten, charakterisiert durch die Marker Vimentin, cluster of differentation
(CD)90, fibroblast-specific protein 1 (FSP1), platelet-derived growth factor receptorα (PDGFRα )
und short stature homeobox 2 (SHOX2), u. a. subepitheliale Myofibroblasten, Perizyten, Knochen-
mark-abgeleitete mesenchymale Stroma- oder Stammzellen sowie glatte Muskelzellen. Die Funkti-
on intestinaler Fibroblasten besteht neben der mechanischen Stützfunktion, Immunregulation und
Aufrechterhaltung der EZM-Homöostase in der Regulation der epithelialen Proliferation sowie
Differenzierung [30]. Verschiedene Wachstumsfaktoren wie beispielsweise der keratinocyte growth
factor (KGF) oder der acidic fibroblast growth factor (aFGF), als Mitglieder der FGF-Familie,
können die intestinale Epithelzellproliferation in vitro und in vivo erhöhen, der transforming growth
factor beta 1 (TGF-β1) ist dagegen ein potenter Inhibitor [32, 33].
Bei Darmläsionen lassen sich Fibroblasten durch Zytokine, Chemokine, reaktive Sauerstoff-
spezies, mechanische Belastungen oder Wachstumsfaktoren zu Myofibroblasten aktivieren, die in
der Wundheilung sowie der Regulation von Inflammationen ihre Aufgaben finden. Versagt deren
Rückkehr in den Ruhezustand durch Apoptose, können pathologische Zustände wie Gewebsfibrosen
oder chronische Inflammationen induziert werden. Aufgrund anhaltender Dysregulationen der
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normalen Gewebshomöostase werden Tumoren als Wunden betrachtet, die nicht heilen [30].
Während der Tumorinitiation erfolgt die Aktivierung und Akkumulation von cancer-associated
fibroblasts (CAFs). Myofibroblasten sind die größte Quelle von CAFs, markiert durch Stressfasern,
die alpha-smooth muscle actin (α-SMA) enthalten. Die Differenzierung von CAFs wird weit-
gehend durch die TGF-β -Signalisierung vermittelt. Die Fibroblasten-Myofibroblasten-Transition
findet ebenso während der Homöostase statt, obwohl selten, da Myofibroblasten in der normalen
Schleimhaut vermindert sind [30, 34]. Residierende Epithel- oder Endothelzellen können als Quelle
für CAFs über die epithelial-mesenchymal transition (EMT) und die endothelial-mesenchymal
transition (EndoMT) fungieren. Knochenmark-abgeleitete Zellen, einschließlich hämatopoetischer
oder mesenchymaler Stammzellen und Fibrozyten, werden ebenfalls durch TGF-β sowie C-X-C
motif chemokine ligand 12 (CXCL12) für die Entwicklung von CAFs rekrutiert. Die Herkunft der
CAFs ist dennoch nicht vollständig geklärt [30].
In-vitro- und In-vivo-Studien konnten zeigen, dass aktivierte IMZ, CAFs und deren Subtypen
direkt sowie durch Veränderungen der Tumormikroumgebung die Eigenschaften von präneoplasti-
schen Zellen oder Karzinomzellen beeinflussen und damit zur Förderung von Inflammation, Karzi-
nogenese, Tumorprogression und Metastasierung beitragen. IMZ und CAFs können zum Beispiel
(z. B.) für die tumorassoziierte Angiogenese über die Sekretion des vascular endothelial growth
factor (VEGF), des KGF sowie des FGF2 nicht nur die Proliferation und Bildung von Endothelien
fördern, sondern deren Vorläufer aus dem Knochenmark rekrutieren [30, 35]. Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass Myofibroblasten über die Sekretion des hepatocyte growth factor (HGF) die
Klonogenität von Tumorstammzellen, β -Catenin-abhängig, aktivieren [36]. CAFs sind in aggres-
siven KRK durch eine hohe Produktion von Kollagen I mit der EMT assoziiert und stimulieren
vermutlich die Tumorzellinvasion [37]. Darüber hinaus sind mit Chemotherapeutika behandelte
CAFs in der Lage, reichlich Interleukin (IL)-17A zu produzieren, wodurch die therapeutische
Resistenz der Tumor-initiierenden Zellen sowie deren protumorigenes Verhalten zunimmt [38].
TGF-β -stimulierte CAFs, die IL-11 sezernieren und damit die glycoprotein 130 / signal transducer
and activator of transcription 3 (gp130/STAT3)-Signalisierung in den Tumorzellen triggern, können
mit diesem Crosstalk den metastasierenden Karzinomzellen einen Überlebensvorteil zur Verfügung
stellen [34].
2.3 Das Humane Cytomegalievirus
2.3.1 Taxonomie
Das Humane Cytomegalievirus (HCMV), auch als Humanes Herpesvirus 5 (HHV 5) bezeichnet,
gehört zur Familie der Herpesviridae, Unterfamilie β -Herpesvirinae, Gattung Cytomegalovirus.
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Die Einteilung der Herpesviridae beruht auf der Klassifikation durch die Herpesvirus Study Group
of the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Charakteristisch für die Unterfami-
lie β -Herpesvirinae sind der prolongierte Replikationszyklus und eine langsame Ausbreitung der
Infektion von Zelle zu Zelle in vitro sowie eine ausgeprägte Spezies- und Zelltypspezifität und der
cytopathic effect (CPE) der Virusinfektion, welcher durch Bildung von intranukleären und intrazy-
toplasmatischen Einschlusskörperchen hervorgerufen wird und zum Anschwellen der infizierten
Zelle (Zytomegalie) führt. Im Zellkern erfolgen die DNA-Replikation und die Nukleokapsidfor-
mation. Vertreter dieser Untergruppe können in latenter Form in lymphoretikulären Zellen und
möglicherweise in sekretorischen Drüsen, Nieren und anderen Geweben persistieren [39, 40].
2.3.2 Medizinische Aspekte
HCMV ist ein ubiquitär vorkommendes Pathogen mit einer großen Variationsbreite in Abhängigkeit
vom Lebensalter und geographischen bzw. die Transmission begünstigenden sozioökonomischen
Standards der untersuchten Populationen [41, 42]. Die HCMV-Epidemiologie fokussierte sich auf
Frauen im gebärfähigen Alter, da die Primärinfektion während der Schwangerschaft von wich-
tiger medizinischer Relevanz ist. Die Prävalenz der HCMV-Infektion wird für diese Population
mit 52–84 % für europäische Länder, für die USA und Brasilien angegeben, für Japan, Südkorea,
Benin und die Türkei mit 95–99 %. Für die USA wurde eine populationsbasierte Schätzung der
Prävalenz der HCMV-Infektion aus den statistischen Erhebungen der National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) III (1988–1994) und NHANES 1999–2004 abgeleitet. Die alters-
standardisierte Prävalenz der HCMV-Infektion lag weiterhin bei etwa 59 %, wobei ungefähr die
Hälfte der US-Bevölkerung im Alter von 6–49 Jahren infiziert wurde. Darüber hinaus waren mehr
weibliche Personen (63,5 %) als männliche (54,1 %) und mehr nichthispanische dunkelhäutige Per-
sonen (75,8 %) sowie mexikanische Amerikaner (81,7 %) als nichthispanische hellhäutige (51,2 %)
infiziert [39]. Zu einer Manifestation der HCMV-Infektion kommt es zumeist im Kindesalter, in
den Entwicklungsländern mit einer ca. 90%igen Seroprävalenz [43, 44].
Die Virusübertragung erfolgt horizontal durch direkten Schleimhautkontakt mit infizierten Kör-
perflüssigkeiten wie Tränenflüssigkeit, oropharyngeale und zervikovaginale Sekrete, Spermien oder
Urin [39, 45] sowie durch die Transplantation von Zellen, Geweben, soliden Organen oder durch
die Transfusion von Blut [39]. Von der Mutter auf das Kind (maternale Virustransmission) wird
das Virus im Wesentlichen über den intrauterinen (transplazentar), perinatalen (intra partum) sowie
postnatalen (Muttermilch) Weg übertragen. Die Transmission über die Muttermilch ist dabei der
häufigste Weg, jedoch ist die transplazentare Übertragung der medizinisch wichtigste [39]. Die
Transmissionsrate nach Primärinfektion von Schwangeren beträgt 32,3 %, bei rezidivierender Infek-
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tion hingegen 1,4 % [46]. HCMV ist für die meisten kongenitalen Infektionen weltweit ursächlich,
die bei 0,3–1,3 % und bei 2 % bis ungefähr 4 % der Neugeborenen der Industrieländer bzw. der
Entwicklungsländer auftritt [39]. Von den infizierten Neugeborenen weisen ca. 10 % Komplikatio-
nen wie Chorioretinitis, Hepatitis, Hepatosplenomegalie, Pneumonie, intrauterine Wachstumsre-
tardierung oder Mikrozephalie auf [47, 48]. Weitere 15 % entwickeln Spätschäden, beispielsweise
Schallempfindungsschwerhörigkeit, Taubheit oder geistige Retardierung [49–51].
Bei immunkompetenten Personen verläuft eine Primärinfektion zumeist inapparent [52]. Die
zellassoziierte Virusreplikation kann in mononukleären Zellen, Lymphozyten, Epithelzellen, Endo-
thelzellen oder Parenchymzellen erfolgen [53], eine langanhaltende Replikation vornehmlich in
Epithelzellen von Speicheldrüsen und Nieren. Nach der Primärinfektion persistiert HCMV latent
im Wirtsorganismus u. a. vermutlich in myeloiden CD34+-Progenitorzellen und zirkulierenden
Monozyten [39]. Durch Stress oder systemische Entzündungen kann das Virus reaktiviert werden,
der Verlauf gestaltet sich meist symptomfrei. Selten präsentiert sich ein Mononukleose-ähnliches
Krankheitsbild mit zervikaler Lymphadenopathie, persistierendem Fieber, Myalgie, Arthralgie so-
wie hepatischer Symptomatik [52, 54].
Bei immunkompromittierten Patienten kann eine HCMV-Primärinfektion zu vermehrten Re-
aktivierungen führen. Schwere Krankheitsbilder wie Retinitis, Gastroenteritis, Colitis sowie eine
lebensbedrohliche interstitielle Pneumonie oder Enzephalitis können sich nach Organtransplanta-
tionen oder im Rahmen von Infektionen, z. B. in Abhängigkeit von der Schwere des Verlaufs einer
human immunodeficiency virus (HIV)-Infektion, manifestieren [55–58].
Für die Therapie von HCMV-Infektionen werden momentan die Nukleosid-Analoga Ganciclo-
vir [59] und Valganciclovir [60] oder Cidofovir [61] sowie das Pyrophosphat-Analogon Foscarnet
[62] eingesetzt, die die virale DNA-Synthese inhibieren. Nebenwirkungen wie Knochenmark- oder
Nephrotoxizität [60, 63] sowie die Gefahr der Selektion resistenter Virusmutanten [64, 65] erweisen
sich als nachteilig. Für die Prophylaxe einer HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung bei adulten
HCMV-seropositiven Empfängern einer allogenen hämatopoetischen Stammzelltransplantation
wurde für PREVYMIS® (Wirkstoff Letermovir, Merck Sharp & Dohme Limited) am 08.11.2017
durch die U. S. Food and Drug Administration (FDA) [66] die Zulassung für die USA erteilt sowie
am 08.01.2018 durch die European Medicines Agency (EMA) [67] für die gesamte Europäische
Union. Das Virostatikum Letermovir interagiert mit der Untereinheit pUL56, der größeren der
beiden Untereinheiten des viralen DNA-Terminase-Komplexes. Damit wird die Bildung von Geno-
men einheitlicher Länge beeinflusst und die Reifung der Virionen beeinträchtigt. Bei Säugetieren
gibt es zu diesem virusspezifischen DNA-Terminase-Komplex kein vergleichbares Enzymsystem.
Somit entstehen mit Letermovir keine Toxizitäten aufgrund einer unerwünschten Hemmung entspre-
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chender zellulärer Funktionen beim Menschen [68]. Zum jetzigen Zeitpunkt steht kein geeigneter
Impfstoff zur Verfügung. In experimentellen und klinischen Studien [69] werden Impfstoffe auf
Grundlage immunogener Zielstrukturen getestet, die das virale Glykoprotein B (gB) sowie das
Tegumentprotein pp65 [70] bzw. den gH/gL-Pentamer-Komplex [71] beinhalten. Weiterhin stellen
subvirale dense body-Vakzine eine Basis zur Entwicklung eines Impfstoffs dar [72]. Bei Schwange-
ren mit Primärinfektionen wird die Gabe von HCMV-Hyperimmunglobulin derzeit in klinischen
Studien evaluiert [73].
2.3.3 Morphologie
Im Inneren des 150–200 nm großen Virions des HCMV befindet sich das doppelsträngige, lineare
DNA-Genom, organisiert als core [74] und umschlossen von dem aus 162 Kapsomeren bestehenden
ikosaedrischen Kapsid, welches von der Virushülle umgeben ist. Zwischen dem Kapsid und der
Hüllmembran befindet sich eine unstrukturierte Proteinmatrix, die als Tegument bezeichnet ist.
Bislang konnten dem Tegument etwa 20 virale Proteine zugeordnet werden mit Funktionen bei der
Morphogenese [75–77], dem Virustransport [78], der Immunmodulation [79, 80] oder der Initiation
der viralen Genexpression [81, 82]. In die Hüllmembran sind komplexartig organisierte virale Gly-
koproteine eingelagert. Der Glykoproteinkomplex I ist ein Homodimer des Glykoproteins gB [83].
Die Glykoproteine gM und gN bilden den Glykoproteinkomplex II [84]. Der Glykoproteinkomplex
III besteht aus den Glykoproteinen gH, gL und gO [85, 86]. Die Glykoproteinkomplexe sind an
der Virusadsorption, der Fusion von Virushülle und Plasmamembran sowie der Zell-Zell-Fusion
beteiligt. Neben infektiösen Virionen werden bei der Virusreplikation auch nichtinfektiöse Partikel,









Abb. 2.2 Das Humane Cytomegalievirus
Elektronenmikroskopische (A) und schematische Darstellung (B) des Virions des Humanen Cytomegalievirus. Der
Größenstandard entspricht 100 nm (nach Bogner (2002) [87], Schema modifiziert nach Tomtishen (2012) [75]).
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nur aus der Hüllmembran und Tegumentproteinen, dagegen enthalten NIEPs zusätzlich ein Kapsid,
aber keine virale DNA [88, 89].
Innerhalb der Familie der Herpesviridae besitzt das ca. 230 kbp große HCMV-Genom mit einem
Molekulargewicht von 1.5 x 108 Dalton die größte Kodierungskapazität [90, 91]. Aufgebaut ist es
aus zwei nichtrepetitiven Bereichen (unique long (UL)- und unique short (US)-Segment), flankiert
von repetitiven Sequenzen (terminal repeats (TRL, TRS) und internal repeats (IRL, IRS)). Die ter-
minalen und internalen a-Sequenzen beinhalten Spaltungs-und Verpackungssignale. Durch intramo-
lekulare Rekombination invertierter Wiederholungseinheiten können vier isomere Formen des Ge-
noms entstehen, die in äquimolarem Verhältnis in allen HCMV-Populationen vorkommen [39, 92].
2.3.4 Infektionszyklus, virale Genexpression und Morphogenese
Im Zellkern erfolgt die zeitlich geordnete und kaskadenartig organisierte Expression des viralen
Genoms unter Mitwirkung einer Vielzahl von zellulären Transkriptionsfaktoren [93]. In den ersten
30 minutes (min) nach Infektion der Wirtszelle beginnt die Transkription der sehr frühen Gene (im-
mediate early (IE)) des Virus durch die zelluläre RNA-Polymerase II. Das virale Tegumentprotein
pp71 fungiert dabei als Transaktivator [94]. Die Mehrheit der IE-Gene werden in der sogenannten
major immediate early (MIE)-Genregion exprimiert, zu der u. a. die offenen Leserahmen UL122 und
UL123 gehören, kontrolliert durch den MIE-Promotor und dessen Enhancers [95]. Die am stärksten
exprimierten MIE-Proteine sind IE1 und IE2, die die Transkription der frühen (early (E)) und späten
(late (L)) viralen Gene induzieren und die Expression zahlreicher zellulärer Proteine beeinflussen
[96]. In der nachfolgenden frühen Phase (3–36 hours (h) post infectionem (p. i.)) wird der größte Teil
viraler Gene transkribiert, wobei frühe Gene für Proteine kodieren, die z. B. an der Immunevasion
beteiligt sind [97, 98]. Zu den frühen Proteinen gehören u. a. die virale DNA-Polymerase pUL54
und deren Prozessivitätsfaktor pUL44. Die Replikation des Genoms (ab 14–16 h p. i.) erfolgt nach
dem rolling circle-Prinzip [39, 92, 99] in Zellkernarealen, die als Replikationszentren bezeichnet
sind [100, 101]. Im Anschluss werden die späten Gene transkribiert. Die exprimierten Proteine
sind in early late- und true late-Proteine unterteilt. Strukturproteine wie Kapsid-, Tegument- und
Membranproteine gehören zu den späten Genprodukten [97]. Hauptbestandteil viraler Kapside ist
das major capsid protein (MCP) wohingegen das mengenhäufigste Tegumentprotein pp65 (UL83)
ist, welches diagnostisch zum Nachweis einer HCMV-Infektion genutzt wird [102]. Mittels im-
munogenen Tegumentprotein pp28, kodiert von UL99, erfolgt die finale Membranumhüllung der
HCMV-Partikel im Zytoplasma [103].
Die Morphogenese beginnt im Zellkern der Wirtszelle mit der Assemblierung von Kapsidprote-
inen zu Prokapsiden. Die Spaltung konkatemerer viraler DNA in einzelne Genomeinheiten erfolgt
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durch die Nuklease-Aktivität der kleinen Untereinheit pUL89 der viralen Terminase. Die große
Untereinheit pUL56, welche die Bindung zwischen DNA und Prokapsid vermittelt, stellt mit der
ATPase-Aktivität die Energie für die Insertion der DNA in die Prokapside bereit [104–107]. Bei
korrekter Verpackung erfolgt die Bildung von C-Kapsiden [108]. Elektronenmikroskopisch wer-
den davon DNA-freie A-Kapside, vermutlich durch abortive DNA-Verpackung, sowie ebenfalls
DNA-freie B-Kapside, Assemblierungsintermediate, die ein als scaffolding protein bezeichnetes
Gerüstprotein enthalten, unterschieden [108, 109]. Eine erste Knospung der C-Kapside bzw. Nu-
kleokapside erfolgt an der inneren Kernmembran. Die temporär umhüllten Nukleokapside werden
durch Fusion mit der äußeren Kernmembran in das Zytoplasma entlassen [110–112]. Hierauf
folgt die Anlagerung weiterer Tegumentproteine sowie die finale Umhüllung der Kapside an den
Zisternen des tubulären Endosoms oder des Trans-Golgi-Netzwerks, in deren Membranen virale
Glykoproteine integriert sind [113, 114]. Reife Viruspartikel werden mittels Exozytose ab 72 h p. i.
aus der Zelle freigesetzt [115].
2.4 Nachweis und Einfluss des Humanen Cytomegalievirus im kolorektalen
Karzinom
In der Literatur wird eine Assoziation zwischen HCMV und KRK kontrovers diskutiert. Die Ein-
zelheiten dieses Zusammenhanges sind nach wie vor unklar, da die verwendete Methodik und/oder
die Anzahl der untersuchten Populationen zu widersprüchlichen Studienergebnissen geführt haben
[116, 117].
Huang und Roche (1978), die zuerst einen Bezug zwischen HCMV und KRK vermuteten,
zeigten bei vier von sieben Tumorproben sowie angrenzendem Normalgewebe einer Tumorprobe
HCMV-DNA anhand der membran-komplementären RNA-DNA-Hybridisierung [118]. 1981 analy-
sierten die gleichen Autoren mittels Cot-Hybridisierung bei vier von 13 Tumorproben HCMV-DNA
wie auch bei benachbarten Darmgewebe von sechs Fällen [119]. Hart et al. (1982) konnten durch
die In-situ-Hybridisierung unter Verwendung von 3H-markierter CMV-DNA als Sonde und die
Immunfluoreszenz keine viralen Nukleinsäuren oder Antigene bei 14 Tumorproben von Patienten
mit Adenokarzinom des Dickdarms oder Rektums analysieren und schlossen daraus, dass HCMV
wahrscheinlich nicht zu einer Aufrechterhaltung des transformierten Phänotyps der Adenokarzi-
nomzellen beiträgt [120]. Rüger und Fleckenstein (1985) wiesen mithilfe des Southern-Blots bei
hoher Empfindlichkeit mit molekular klonierter HCMV-DNA gleiche Mengen an HCMV-DNA
bei Tumorgeweben wie bei angrenzenden Normalgeweben (n = 38) nach und spekulierten, dass
HCMV-DNA-Fragmente in der Lage sein könnten, kolorektale Epithelien durch den „hit and
run“-Mechanismus [121] zu transformieren, welches zu einer Entwicklung von Tumoren ohne
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nachweisbare Spuren von persistierendem Virus führt [122].
Harkins et al. (2002) zeigten durch Untersuchungen von 29 Gewebeproben (Tumoren, Polypen,
benachbarte Normalgewebe), anhand der Immunhistochemie, der In-situ-Hybridisierung sowie
der polymerase chain reaction (PCR), dass HCMV-Proteine und Nukleinsäuren spezifisch in Tu-
morproben lokalisiert sind, aber nicht in benachbarten nichtneoplastischen Geweben. Dabei war
die Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Immunreaktivität ko-lokalisiert mit IE1-72 und pp65 der gleichen
Tumorproben [117]. Knösel et al. (2004) postulierten, dass HCMV keine Assoziation mit einer
Tumorprogression bzw. Metastasierung des KRK zeigt. Untersuchungen der Proben von Primärtu-
moren (n = 57) und Metastasen (n = 20) belegten, dass nur bei 7 % (n = 4) der Primärtumorproben
eine Expression von HCMV-DNA mittels PCR nachweisbar war. Die immunhistochemische Analy-
se der kolorektalen Karzinomproben ließ, unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers E-13,
eine granuläre zytoplasmatische Färbung bei drei Proben der Primärtumoren erkennen. Einer dieser
Tumore wurde durch die PCR als HCMV-positiv analysiert. Allerdings erfolgte keine Beobachtung
der Färbung in den Kernen. Die Zellen zeigten zudem nicht die typische Morphologie, die norma-
lerweise bei der HCMV-Infektion zu sehen ist. Entsprechend den Herstellerrichtlinien werteten die
Autoren diese Färbung als unspezifisch [123].
Die Ergebnisse wurden von Akintola-Ogunremi et al. (2005) erhärtet. Die Autoren analy-
sierten Proben von Tumoren (n = 51), Adenomen (n = 65), hyperplastischen Polypen (n = 23) und
normal erscheinenden Darmgeweben (n = 77) anhand der Immunhistochemie und nested-PCR. Im
Vergleich zu der Positiv-Kontrolle (Probe einer CMV-Kolitis) konnte bei Proben von Tumoren,
Adenomen und hyperplastischen Polypen durch die immunhistochemische Analyse mittels zweier
Antikörpergemische, die die sehr frühen, frühen und verzögerten Genprodukte von HCMV erken-
nen, keine nukleäre Positivität festgestellt werden. Eine fokale und schwache zytoplasmatische
Färbung zeigte sich, insbesondere bei Verwendung höherer Antikörperkonzentrationen, bei einer
Untergruppe der Fälle. Da die Färbung daneben bei Proben normal erscheinender Darmschleimhaut
beobachtet wurde, kamen die Autoren zu der Annahme, dass diese Färbung als unspezifisch zu
beurteilen war. Darüber hinaus konnte bei 24 selektierten Fällen mit positiver zytoplasmatischer
Immunfärbung durch die PCR kein Nachweis genomischer HCMV-DNA verifiziert werden. Die
Autoren diskutierten, dass die Ergebnisse jedoch die Möglichkeit eines „hit and run“-onkogenen
Mechanismus nicht ausschließen, basierend auf vorhergehenden experimentellen Beobachtungen.
In den meisten HCMV-transformierten Zellen wurde keine virale DNA detektiert, was darauf hin-
deutet, dass die Retention von HCMV-DNA für den transformierten Phänotyp nicht wesentlich
ist. Einige der HCMV-Proteine werden nur transient exprimiert und besitzen mutagenes Potential,
welches im Wirtsorganismus zu einer Transformation führen kann [124, 125]. Die Beobachtungen
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von Mariguela et al. (2008) sowie Bender et al. (2009) deuteten ebenso darauf hin, dass es keinen
Hinweis auf eine direkte Verbindung zwischen dem HCMV und dem KRK gibt, lassen aber eine
Auslösung onkogener Differenzierung durch HCMV in Abhängigkeit von der Präsentation des „hit
and run“-Mechanismus nicht unberücksichtigt [126, 127].
Chen et al. (2012) zeigten mittels PCR den Nachweis einer HCMV-DNA-Rate von 42,3 %
bei den Tumorproben (n = 163), während nur 5,6 % der benachbarten nichtneoplastischen Pro-
ben (n = 163) positiv für HCMV waren. Durch die quantitative real-time (qRT)-PCR und In-situ-
Hybridisierung konnte insgesamt das Ergebnis verifiziert werden [128]. Die von Dimberg et al.
(2013) mithilfe der qRT-PCR analysierten HCMV-DNA-Raten schwedischer (n = 119) und vietna-
mesischer (n = 83) Kolon- und Rektumkarzinom-Proben (Stage I–IV, American Joint Committee
on Cancer (AJCC)) waren signifikant erhöht im Vergleich zu den angrenzenden Normalgeweben.
Die Rate der HCMV-DNA vietnamesischer Tumorproben mit 39,8 % bestätigte die Höhe der Ra-
te, die Chen et al. (2012) bei taiwanischen Tumorproben bestimmten. Im Gegensatz dazu waren
15,1 % der schwedischen Tumorproben positiv für HCMV. Insgesamt unterstützen die Ergebnisse
der Studien somit einen möglichen Zusammenhang von HCMV und KRK, wobei der ethnische
Hintergrund vermutlich eine Rolle spielt [129]. Tafvizi und Fard (2014) bestärkten die gewonnenen
Resultate. Von 50 Tumorproben iranischer Patienten mit KRK wurde bei 30 % mittels nested-PCR
HCMV-DNA detektiert, dagegen waren bei den nichtneoplastischen Gewebeproben (n = 50) 10 %
positiv für HCMV [116].
Chen et al. (2014) konnten nachweisen, dass die Anwesenheit von HCMV im KRK älterer
Patienten (> 65 Jahre) mit einem schlechteren Outcome assoziiert ist. Von 81 chirurgisch kurativ be-
handelten Patienten war das krankheitsfreie Überleben der 39 Patienten mit einem HCMV-positiven
Tumor im Vergleich zu denjenigen mit einem HCMV-negativen Tumor signifikant verkürzt. Weiter-
hin wurde ein erhöhter intratumoraler IL-17-Level bei den HCMV-positiven (n = 5) gegenüber den
HCMV-negativen Tumoren (n = 5) (UICC II) analysiert. TH17-Zellen, welche IL-17 produzieren,
spielen eine entscheidende Rolle bei der Schleimhautimmunität, wobei ihre Aktivierung mit einem
schlechten Outcome korreliert. Darüber hinaus ist wahrscheinlich das Alter ein wichtiger Faktor,
welches sowohl das Outcome von Patienten mit KRK als auch den Status der HCMV-Infektion
beeinflusst [130]. Die HCMV-Reaktivierung könnte dabei auf Virus-Karzinom-Wechselwirkungen
in der Tumormikroumgebung zurückzuführen sein [131]. Es besteht zudem die Möglichkeit, dass
die Immunoseneszenz anstatt der zunehmend bewiesenen HCMV-bezogenen Onkomodulation für
das Ergebnis verantwortlich ist [130].
Nachfolgend untersuchten die gleichen Autoren (2016) den Zusammenhang zwischen HCMV
und dem Outcome jüngerer Patienten (< 65 Jahre) (n = 31) mit dem Nachweis einer insgesamt,
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sowie im Tumorstadium UICC III, signifikanten günstigeren krankheitsfreien Überlebensrate ver-
gleichend zu den Patienten mit einem HCMV-negativen Tumor (n = 58). Eine HCMV-Infektion
der Karzinomzellen kann möglicherweise zelluläre Signale des Zellwachstums und der Metasta-
sierung abschwächen und die Antitumor-Immunantwort in der Tumor-Mikroumgebung aktivieren.
Signifikant verminderte Raten von IL-1 und COX-2 wurden bei HCMV-positiven gegenüber HCMV-
negativen Tumoren detektiert [132]. Bei älteren Patienten induziert HCMV dagegen schädliche
Mechanismen, die möglicherweise eine lokale Immunoseneszenz im Tumormikromilieu oder eine
unausgewogene Immunantwort umfassen. Signifikante intratumorale Inflammationen wurden da-
bei häufiger bei HCMV-positiven Tumoren beobachtet [130]. Zusammenfassend suggerierten die
Ergebnisse beider Studien, dass HCMV einen dualen onkomodulierenden Effekt, in Abhängigkeit
vom Alter des Patienten, im KRK induziert [132]. Bai et al. (2016) nutzten u. a. Daten der oben
dargestellten Studien, um durch Anwendung metaanalytischer Techniken die Prävalenz von HCMV
in den Tumorgeweben sowie die Beziehung zwischen HCMV und dem KRK-Risiko zu erforschen.
Dabei betrug die Gesamtprävalenz der HCMV-DNA in den Tumorgeweben 27,5 % (95 % confidence
interval (CI) = 17,2–37,8 %). Die Tumorgewebe wiesen eine signifikante höhere Virusinfektionsrate
im Vergleich zu den angrenzenden normalen Geweben auf (Odds-Ratio = 6,59; 95 % CI = 4,48–9,69;
I2 = 0 %; P = 0,71). Zusammenfassend deuteten die Autoren aus den Ergebnissen der Studie, dass
eine HCMV-Infektion statistisch mit einem erhöhten KRK-Risiko assoziiert war sowie eine Rolle
bei der Initiierung und Progression des KRK spielte [133].
2.5 Klassifikation und Wirkungsweise der Proteasominhibitoren
Mithilfe spezifischer Proteasominhibitoren konnte das katalytische Zentrum (20S-Untereinheit,
Kern oder 20S-Proteasom) des 26S-Proteasoms eukaryotischer Zellen charakterisiert und der Ein-
fluss des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) auf zelluläre Prozesse identifiziert werden. Neben
dem selektiven Abbau gealterter, mutierter, fehlgefalteter bzw. geschädigter Proteine spielt das UPS
durch die gezielte Eliminierung regulatorischer Proteine eine essentielle Rolle bei der Kontrolle der
Zellzyklusprogression, der Apoptose oder der Inflammation [134–136]. In diesem Zusammenhang
wurden initial antineoplastische Effekte unterschiedlicher Proteasominhibitoren an hämatologischen
sowie nichthämatologischen In-vitro- und In-vivo-Karzinommodellen im Hinblick einer möglichen
Therapie von Karzinomerkrankungen untersucht [137].
Die wichtigsten selektiven Proteasominhibitoren lassen sich bezüglich der chemischen Grup-
pen in Peptid-Aldehyde, Peptid-Boronate, Petid-Vinylsulfone, Peptid-Epoxyketone und Nichtpep-
tide einteilen. Selektive Proteasominhibitoren bilden kovalente Bindungen mit den N-terminalen
Threonin-Resten der β -Untereinheit des 20S-Proteasoms [134]. Dem Vorkommen entsprechend
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Abb. 2.3 Vereinfachte schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS)
Das UPS degradiert die durch Polyubiquitinketten markierten Zielproteine. Freies Ubiquitin wird dazu durch die
Bindung an das Enzym E1 ATP-abhängig aktiviert und anschließend auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2) über-
tragen. Durch die E3-Ubiquitin-Ligasen wird nach Übernahme der Ubiquitineinheit die Modifizierung der Zielsubstrate
bewirkt. Die 19S-Untereinheit (Kappe) des 26S-Proteasoms bindet die Substrate. Nach der Proteinentfaltung erfolgt die
Translokation in die 20S-Untereinheit (Kern), die aus vier aneinandergelagerten Ringen besteht. Die äußeren α-Ringe
(α1–α7) wirken stabilisierend und kontrollieren den Zugang zu den katalytischen Zentren. Bei den beiden inneren
β -Ringen (β1–β7) sind die Untereinheiten β1, β2 und β5 katalytisch aktiv mit unterschiedlichen Spaltpräferenzen.
Nach Spaltungsart der Substrate wird zwischen peptidyl-glutamyl peptide hydrolase (PGPH, β1) bzw. caspase-like,
trypsin-like (T-L, β2) sowie chymotrypsin-like (CT-L, β5) Aktivität unterschieden. Durch die proteolytisch aktiven β -
Untereinheiten erfolgt der Abbau in Oligopeptide (nach Kisselev und Goldberg (2001) [134], Hershko und Ciechanover
(1992) [136], Schema freundlicherweise von der Firma AdipoGen Life Sciences (CH) genehmigt, modifiziert).
wird zwischen natürlichen und synthetischen Proteasominhibitoren unterschieden [134, 139]. Den
natürlichen Proteasominhibitoren sind Lactacystin (isoliert aus Streptomyces lactacystinaeus) [140],
Epoxomicin (isoliert aus Actinomycetes) [141] sowie TMC-95 A, B, C und D (isoliert aus Apiospora
montagnei Sacc.) zugehörig [142].
Bortezomib (Velcade®, PS-341, PSI), ein synthetischer und selektiver Proteasominhibitor, zählt
zu den Peptid-Boronaten. Das Dipeptidyl-Borsäure-Derivat zeigt eine Inhibition der Proteasomakti-
vität im niedrigen Bereich (Ki: 0,6 nM) und eine durchschnittliche growth inhibition 50 % (GI50)
bereits bei einer Konzentration von 7 nM [143]. Peptid-Boronate dissoziieren nur sehr langsam
von der proteolytisch aktiven Untereinheit, so dass eine stabile, aber reversible Proteasomhem-
mung vorliegt [134, 144]. Bortezomib inhibiert z. B. bei der humanen Multiplen Myelomzelllinie
U266 reversibel und komplett die chymotrypsin-like (CT-L, β5) und die peptidyl-glutamyl peptide
hydrolase (PGPH, β1), auch caspase-like genannt, katalytische Aktivität des 20S-Proteasoms des
konstitutiven Proteasoms sowie des Immunproteasoms [145].


















































Abb. 2.4 Mechanismen der Proteasominhibition unterschiedlicher Peptid-abgeleiteter Klassen
Schematische Darstellung in A der kovalenten Bindung des Boratoms des Peptid-Boronats sowie in B der funktionellen
Aldehydgruppe des Peptid-Aldehyds mit dem Sauerstoffatom des N-terminalen Threoninrests der proteolytisch aktiven
β -Untereinheit des 20S-Proteasoms mit Bildung eines Hemiacetals. Der Peptidanteil des Inhibitors ist spezifisch mit
der Substratbindungstasche der aktiven Untereinheit assoziiert. Durch diesen Mechanismus wird die Degradation von
Proteinen verhindert. Schwarz: Inhibitor, Rot: Pharmakophor, Cyan: Proteasom, Grün: neugebildete Formation (nach
Borissenko und Groll (2007) [138], Schema modifiziert nach Kisselev und Goldberg (2001) [134]).
Aldehyde zugeordnet. Dieser hemmt reversibel und schwächer als Bortezomib bei der Multiplen
Myelomzelllinie die CT-L sowie PGPH Aktivität und inhibiert die trypsin-like (T-L, β2i) Aktivität
des Immunproteasoms, aber nicht die des konstitutiven Proteasoms [145]. Zusätzlich werden durch
MG132 die Proteasen Cathepsin B und Calpain 1 gehemmt [134, 145].
In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen an Tumormodellen konnten zeigen, dass das therapeu-
tische Potential der Peptid-Boronate vornehmlich auf deren Eigenschaft Apoptose zu induzieren
zurückzuführen ist [137], wobei die genauen Mechanismen bisher noch nicht vollständig geklärt
sind. So können intrazelluläre Akkumulationen regulatorischer Proteine, insbesondere in maligne
transformierten Zellen, vermutlich zu einer Blockierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-KB) führen. Durch extrazelluläre Stimuli,
wie z. B. Lipopolysaccharide oder TNF-α [146], aktiviert, reguliert NF-KB nicht nur Immun- und
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Inflammationsreaktionen, sondern spielt auch eine wesentliche Rolle bei der Tumorgenese durch
Suppression der Apoptose sowie Induktion der Zellproliferation und der Angiogenese. Die Sta-
bilisierung seines Inhibitors, nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha (IKBα ), wirkt hemmend auf dessen Translokation in den Zellkern und somit der
nachgeschalteten Signalwege [147]. Weiterhin kann durch die Stabilisierung der cyclin-dependent
kinase (CDK)-Inhibitoren p21 und p27, des Tumorsuppressors p53, sowie der proapoptotischen
Proteine BH3 interacting domain death agonist (Bid) und B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)-associated
X protein (Bax) das Fortschreiten des Zellzyklus gehemmt und/oder die Zellapoptose gefördert
werden [134, 147, 148]. Studien konnten außerdem darlegen, dass auf einem erhöhten Level fehl-





Bisherige Studien weisen bezüglich der Assoziation zwischen dem Humanen Cytomegalievirus
(HCMV) und dem kolorektalen Karzinom (KRK) konträre Ergebnisse auf. Die molekularen Mecha-
nismen sind im Hinblick eines möglichen Zusammenhanges derzeit noch nicht vollständig geklärt
[123, 124, 129, 130].
Hinsichtlich des Einflusses von Proteasominhibitoren auf HCMV konnten Forschungsergebnisse
der Arbeitsgruppe zeigen, dass MG132 die virale Replikation von HCMV bei den Fibroblasten
inhibiert mit Hemmung der Bildung von infektiösen sowie nichtinfektiösen viralen Partikeln [149].
Um den Einfluss von HCMV und des spezifischen Proteasominhibitors Bortezomib, separat
sowie in Kombination, bei dem Kolonkarzinom-Zellmodell Caco-2 zu charakterisieren, sollen fol-
gende Frage beantwortet werden:
1. Ist die Permissivität von Caco-2 für das Ganciclovir (GCV)-resistente klinische HCMV-Isolat
möglich?
Diesbezüglich sollen zunächst die Infektionsraten über den Nachweis der Expressionsraten sehr
früher (IE1/IE2) viraler Proteine sowie des frühen (pUL44) und des späten (pp28) viralen Proteins
mittels indirekter Immunfluoreszenz (IE1, pUL44, pp28) qualitativ analysiert sowie im Anschluss
durchflusszytometrisch (IE1/IE2, pp28) quantitativ verifiziert werden.
2. Inhibiert Bortezomib die virale Replikation von HCMV bei den Caco-2?
Zur Beantwortung dieser Frage soll die antivirale Aktivität von Bortezomib sowie (S)-MG132,
mitgeführt als Kontrollagens, anhand des Plaquereduktionsassays und der Bestimmung des Selekti-
vitätsindex charakterisiert werden.
3. Welchen Einfluss haben HCMV und/oder Bortezomib auf die Vitalität der Caco-2?
Die Aufklärung dieser Fragestellung soll durch vergleichende Experimente zur Überprüfung des
Apoptose/Nekrose-Verhaltens von Caco-2 bei verschiedenen Expositionszeiten von HCMV und/
oder Bortezomib erfolgen.
4. Erleichtert die Ko-Kultur und Ko-Infektion der Caco-2 mit nichtinfizierten sowie HCMV-infizierten
primären Fibroblasten die HCMV-Infektion der Caco-2 und werden durch die Ko-Kultur die zuvor
bei den Mono-Kulturen für HCMV und/oder Bortezomib analysierten Effekte beeinflusst?
Mit der Ko-Infektion soll eine methodische Grundlage etabliert werden, bei der durch eine per-
manente HCMV-Infektion mittels Fibroblasten die HCMV-Infektion der Tumorzelllinie Caco-2
erleichtert wird. Durch vergleichende Experimente sollen Effekte von HCMV und/oder Bortezomib





4.1.1 Humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Caco-2 (Passage 37–70) (siehe (s.) Abb. 4.1 A, B, C) sind eine humane, epitheliale, hypertetraploide,
permanente, adhärent proliferierende Kolonkarzinomzelllinie. Fogh et al. etablierten 1974 die
Zelllinie aus einem primären, mäßig differenzierten Adenokarzinom des Kolons eines 72-jährigen
Mannes kaukasoider Herkunft [150]. Unter normalen Zellkulturbedingungen sind die Zellen vor
dem Erreichen der Konfluenz in Inseln organisiert (s. Abb. 4.1 A). Periphere Zellen dieser Inseln
sind undifferenziert und proliferieren, während zentrale Zellen polarisiert werden und anschließend
differenzieren. Nach dem Erreichen der Konfluenz ist der gesamte Zellmonolayer polarisiert [151].
Innerhalb von 20 days (d) (nach dem Erreichen der Konfluenz) bilden sich heterogene, polarisierte
und differenzierte Bereiche im Monolayer aus, welche nach mehr als 30 d (nach dem Erreichen der
Konfluenz) entsprechend homogen werden. Die Differenzierung erfolgt spontan mit Expression
morphologischer sowie funktioneller Charakteristika reifer Enterozyten. Gekennzeichnet ist die
enterozytische Differenzierung durch eine Polarisation der Zellschicht unter Bildung von Domen,
das Vorhandensein eines apikalen Bürstensaums mit entsprechender Enzymausstattung sowie tight
junctions, als Verbindung zwischen benachbarten Zellen [152–154]. Die Zelllinie (Passage 20),
Catalogue No.: 86010202), wurde kommerziell von der European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC), Salisbury, UK, erworben.
4.1.2 Human embryonic lung fibroblasts
Human embryonic lung fibroblasts (HELF Fi301) (Passage 10–20) (s. Abb. 4.1 D, E) sind ei-
ne humane, diploide, primäre, adhärent proliferierende Fibroblastenzelllinie, welche 1990 aus
dem Lungengewebe eines abortierten Fötus isoliert wurde. Die Überlassung der Zelllinie HELF
Fi301 erfolgte freundlicherweise vom ehemaligen Institut für Angewandte Virologie (IAV), Berlin-
Niederschöneweide. Die Zelllinie wurde 2014 durch das Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, zertifiziert.
4.1.3 Human foreskin fibroblasts
Human foreskin fibroblasts (HFF) (Passage 12–37) (s. Abb. 4.1 F, G) sind eine humane, diploide,
primäre, adhärent proliferierende Fibroblastenzelllinie. Die Zelllinie HFF wurde freundlicherweise







Abb. 4.1 Mikroskopische Darstellung der verwendeten Zelllinien
Mittels Phasenkontrastmikroskopie sind verschiedene Konfluenzgrade der mit 10 % (v/v) fetal calf serum (FCS)-Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM) kultivierten Zelllinien Caco-2, HELF Fi301 und HFF repräsentiert. In A ist
die Kolonkarzinomzelllinie Caco-2, welche zunächst in kleinen Inseln organisiert ist [151], mit geringerer, in B mit
100%iger Konfluenz sowie in C postkonfluent mit Ausbildung von Dom-Formationen (hemi-cysts) (weißer Pfeil), als
eines der Differenzierungszeichen [154, 155], dargestellt. D zeigt die primäre Fibroblastenzelllinie HELF Fi301 mit
geringerer Zelldichte und E postkonfluent. In F ist die primäre Fibroblastenzelllinie HFF mit geringerer Konfluenz
und in G postkonfluent ersichtlich. Der Größenstandard entspricht 200 µm im großen Bild und 50 µm im kleinen Bild.
Bildanpassung: Helligkeit und Kontrast.
4.2 Virusstamm
Für die Infektionen wurde das Ganciclovir (GCV)-resistente klinische HCMV-Isolat pp6 (Passage 8,
9) verwendet, welches ursprünglich von einem AIDS-Patienten aus Israel stammt und die häufigste
UL97-Mutation M460V sowie M460I aufweist. Das GCV-resistente klinische HCMV-Isolat wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Klaus Hamprecht, Universitätsklinikum










Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride
(DAPI) Fluoromount-G®




Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Aceton JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA
Acrylamid, 30 % (w/v) Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Albumin Bovine Fraction V, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
(bovine serum albumin (BSA))
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Fluka, Steinheim
β -Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bortezomib (PS-341), Catalog No. S1013 Selleck Chemicals, Houston, TX, USA
Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Calciumchlorid (CaCl2) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
cOmplete™, Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-free Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Protease Inhibitor Cocktail
di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) ≥ 99,99 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) Lonza, Verviers, BE
EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Ethanol ≥ 99,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
tetraacetic acid (EGTA)
fetal calf serum (FCS) GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT, USA
Gentamicinsulfat (50 mg/ml) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Gibco™ MEM NEAA (100X) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
GlutaMAX™-I (100X) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Glycerin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
HCL, 37 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Isopropanol 70 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Lambda-DNA-Standard MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl2·6 H2O) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Methylcellulose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Minimum Essential Medium (MEM) (10x) Life Technologies GmbH, Darmstadt
N, N, N', N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Natriumazid (Na-azid, NaN3) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumbicarbonat (NaHCO3)-Lösung in Wasser; 7,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumpyruvat (100 mM) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
PageRuler™ Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate Thermo Fisher Scientific, Dreieich
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Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat (Tween® 20) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(R)-MG132, Item No. 13697 Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA
(S)-MG132, Cat. No. 1748 Tocris Bioscience, Bristol, UK
(S)-MG132, Lot No. A00424 AdipoGen Life Sciences, Liestal, CH
Staurosporin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Trypanblau-Lösung, 0,4 % Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Trypsin-EDTA (0,25 %) (1X) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
4.4 Kits
AEC Staining Kit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Cell Death Detection ELISAPlus Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI BioLegend, San Diego, CA, USA
JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, MI, USA
4.5 Antikörper
Die primären und der sekundäre Antikörper wurden für die Durchflusszytometrie (DZ) und die
indirekte Immunfluoreszenz (IF) mit PBS/1 % (w/v) BSA und für den Western-Blot (WB) mit
PBS/0,1 % (v/v) Tween® 20 verdünnt. Für den Plaquereduktionsassay (PA) erfolgte die Verdünnung
des Primärantikörpers mit PBS und die des Sekundärantikörpers mit Blocking-Puffer. Die bei 4 °C
gelagerten Primarantikörper wurden mehrmals verwendet und die Sekundärantikörper nach dem
erstmaligen Gebrauch verworfen (s. 4.5.1, 4.5.2).
4.5.1 Monoklonale, primäre Antikörper
CMV gB (1-M-12): sc-52400, Mouse mAb 1:50 (DZ) Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, USA
CMV pp28 (5C3): sc-56975, Mouse mAb 1:100 (IF) Santa Cruz Biotechnology Inc.,
1:200 (WB) Santa Cruz, CA, USA
1:30 (DZ)
CMV pp52 (CH16): sc-69744, Mouse mAb 1:100 (IF) Santa Cruz Biotechnology Inc.,
1:200 (WB) Santa Cruz, CA, USA
CMV pp72 (6E1): sc-69834, Mouse mAb 1:100 (IF) Santa Cruz Biotechnology Inc.,
1:200 (WB) Santa Cruz, CA, USA
Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus, 1:50 (PA) Dako Denmark A/S, Glostrup, DK
Clones CCH2 + DDG9, M0854 1:50 (IF)
1:150 (DZ)
Mouse anti human Bax (N-terminal), 1:300 (WB) BioRad Laboratories Inc,
clone: 2D2, MCA2738 Hercules, CA, USA
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α-Tubulin (DM1A) Mouse mAb, #3873 1:2.000 (WB) Cell Signaling Technology Inc.,
Danvers, MA, USA
4.5.2 Sekundäre Antikörper
Alexa Fluor®488-conjugated AffiniPure 1:400 (DZ) Jackson ImmunoResearch Laboratories
Donkey Anti-Mouse IgG (H+L), Inc., West Grove, PA, USA
715-545-150
Cy™5-conjugated AffiniPure F(ab')2 1:300 (IF) Jackson ImmunoResearch Laboratories
Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Inc., West Grove, PA, USA
115-176-003
Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 1:500 (PA) Dako Denmark A/S, Glostrup, DK
Immunoglobulins/HRP, P 0161 1:5.000 (WB)
4.6 Proteasominhibitoren
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Proteasominhibitoren aus den Klassen der Peptid-
Boronate (Bortezomib) und der Peptid-Aldehyde ((S)-MG132, (R)-MG132) eingesetzt (s. Abb. 4.2).
(S)-MG132 und (R)-MG132 dienten bei den Experimenten als Kontrollen.
Bortezomib
C19H25BN4O4, reversible Hemmung des 20S-Proteasoms
[(1R)-3-methyl-1-[[(2S)-3-phenyl-2-(pyrazine-2-carbonylamino)propanoyl]amino]butyl]boronic
acid
Stammlösung (aliquotiert): 10 mM (100 % (v/v) DMSO), Lagerung: -80 °C
(S)-MG132
C26H41N3O5, reversible Hemmung des 20S-Proteasoms
N-(benzyloxycarbonyl)leucinylleucinylleucinal
Stammlösung: 6 mM (95 % (v/v) Ethanol), 10 mM (100 % (v/v) DMSO), Lagerung: -20 °C
(R)-MG132
C26H41N3O5, reversible Hemmung des 20S-Proteasoms
N-[(phenylmethoxy)carbonyl]-L-leucyl-N-[(1R)-1-formyl-3-methylbutyl]-L-leucinamide
Stammlösung (aliquotiert): 6 mM (100 % (v/v) DMSO), Lagerung: -20 °C
Die Verdünnung der entsprechenden Stammlösung bis zu den jeweiligen Arbeitskonzentrationen












































Abb. 4.2 Schematische Darstellung der verwendeten Proteasominhibitoren
A Bortezomib [156], B (S)-MG132 [157], C (R)-MG132 [158].
4.7 Medien
Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die Lagerung der Medien bei 4 °C und die der Puffer und
Lösungen bei Raumtemperatur (RT).
4.7.1 Flüssigmedium für die Zellkultivierung
1–10 % (v/v) FCS-EMEM L-Glutamin (200 mM) 2 mM
nichtessentielle Aminosäuren (100x) 1x
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM
Gentamicinsulfat (50 mg/ml) 0,05 mg/ml
FCS 1–10 % (v/v)
500 ml EMEM
4.7.2 Halbfestes Methylcellulose-Kulturmedium (Methocel)
L1-Stammlösung CaCl2 0,35 M
MgCl2·6 H2O 0,2 M
aqua bidest., steril filtriert
L2-Stammlösung Methylcellulose 0,5 % (w/v)
L1-Stammlösung 0,5 % (v/v)
aqua bidest., autoklaviert
Methocel L2-Stammlösung 180 ml
MEM (10x) 20 ml
L-Glutamin (200 mM) 2 mM
Gentamicinsulfat (50 mg/ml) 0,05 mg/ml
NaHCO3 (7,5 %) 0,2 % (v/v)
FCS 7,5 % (v/v)
4.8 Allgemeine Puffer und Lösungen
aqua bidest. deionisiertes Wasser (elektrische Leitfähigkeit (23 °C): 0,055 µS/cm)
(wenn nicht anders angegeben, wurde das o. g. Wasser verwendet)
Einfrierlösung FCS 90 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)
Lagerung bei 4 °C
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Lagerung bei 4 °C












Sammelgel-Puffer (4x) Tris-HCl, ph 6,8 0,5 M
SDS 0,4 % (w/v)
aqua bidest.
Lagerung bei 4 °C
Trenngel-Puffer (4x) Tris-HCl, ph 8,8 1,5 M
SDS 0,4 % (w/v)
aqua bidest.
Lagerung bei 4 °C
4.9 Verbrauchsmaterialien
CryoPure Gefäß (1,6 ml) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht
Deckgläschen (∅ 12 mm) Thermo Fisher Scientific, Dreieich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-
und Zellkulturplatten (96-well), lichtundurchlässig
BERTHOLD TECHNOLOGIES
GmbH & Co. KG, Bad Wildbad
Glaswaren DURAN Group GmbH, Wertheim/Main
Handstückzähler für Zellen Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA
Magnet-Rührstäbe, -Rührer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1 °C Freezing Containers Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Objektträger (76 x 26 mm) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Parafilm® M Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Pipettenspitzen (0,1 µl, 1 µl, 10 µl, 200 µl, 1 000 µl) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht
Pipetus® Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co.
KG, Eberstadt
Protran BA85 Nitrocellulose Blotting Membrane (0,45 µm) GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT, USA
Reaktionsgefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Rotilabo®-Spritzenfilter (Porengröße: 0,22 µm; 0,45 µm) Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Serologische Pipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Sterican®-Einmal-Injektionskanüle (∅ 0,9 x 70 mm) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Whatman-Filterpapier (WM Whatman 3MM) GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT, USA
Zählkammer Neubauer improved LO - Laboroptik Ltd, Lancing, UK
Zellkulturflaschen (T25 cm2, T75 cm2, T175 cm2) BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Zellkulturplatten (24-well, 12-well, 6-well) BD, Franklin Lakes, NJ, USA
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Zellkulturschalen (∅ 35 x 10 mm, ∅ 60 x 15 mm) BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Zellschaber Greiner Bio-One International GmbH,
Frickenhausen
Zentrifugenröhrchen (∅ 10 x 75 mm) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) BD, Franklin Lakes, NJ, USA
4.10 Geräte
BD FACSCalibur™ BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Bilderzeugung
- CCD (charge coupled device)-Kamera Fusion SL Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell
- ColorView II (CCD-Color-Kamera) Soft Imaging System GmbH, Münster
Binder APT.line™ CB 150 (E13)-CO2 Incubator BINDER GmbH, Tuttlingen
Branson Sonifier II W-450 G. HEINEMANN, Schwäbisch Gmünd
Consort EV243 Electrophoresis power supply Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kleinschüttler KM 2 Edmund Bühler GmbH, Tübingen
Mikroskope
- Axio Observer.Z1 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
- Axiovert 10 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
- Axio Vert.A1 (Axio Cam ICc 1) Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
- konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Nikon Instruments, Tokio, JP
- Eklipse Ti A1/A1R
- Olympus BX60 Olympus, Tokio, JP
Mithras LB 940 BERTHOLD TECHNOLOGIES
GmbH & Co. KG, Bad Wildbad
NanoDrop-ND-1000-UV/Vis-Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, Dreieich
pH-Meter 766 Calimatic Knick Elektronische Messgeräte
GmbH & Co. KG, Berlin
Sterilwerkbank Antair BSK-4 MP Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld
Stuart Shaking Incubator SI500 Bibby Scientific Ltd., Stone, UK
Sunrise™ Tecan Group Ltd., Männedorf, CH
TE70XP Semi-Dry Transfer Unit with Hoefer, Inc., Holliston, MA, USA
Built-In Power Supply
TS-100 Thermo Shaker Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Vertikales Elektrophoresesystem Universitätswerkstatt Erlangen
Vortex Genic 2TM Bender & Hobein GmbH, Bruchsal
Wasserbad Typ: W350t Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Wippschüttler/Taumelgerät Gasser Apparatebau, Teufen, CH
Zentrifugen
- Eppendorf Centrifuge 5417R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
- Rotor: Fixed-angle rotor FA- 45-30-11
- Heraeus Labofuge 400 Functionline Thermo Fisher Scientific, Dreieich
- Rotor: #8177, #8179
- Hettich Mikro 120 Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
- Micro centrifuge Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
4.11 Software
BD Cellquest™ Pro Version f.8.8f1b BD, Franklin Lakes, NJ, USA




FACSCalibur™ Version 4.9.4f2b BD, Franklin Lakes, NJ, USA
FlowJo™ 10.1r5 FlowJo, LLC, Data Analysis Software,
Ashland, OR, USA
Fusion SL 4.2 MP
(CCD (charge-coupled device)-Kamera)
Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell
Fusion Version 15.18 Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell
GIMP 2.8.18 Open-Source-Software
GraphPad Prism® V 7.00 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA
LaTeX www.latex-projekt.org
Magellan™ V3.11/3,1,1,1 Tecan Group Ltd., Männedorf, CH
Microsoft® Office 2010 Microsoft GmbH, Unterschleißheim
MikroWin 2000, Version 4.34 BERTHOLD TECHNOLOGIES
GmbH & Co. KG, Bad Wildbad
NIS-Elements AR 4.30.02 Nikon Instruments, Tokio, JP





5.1.1 Kultivierung und Subkultivierung der Zelllinien Caco-2, HELF Fi301 und
HFF
Die adhärent proliferierenden Caco-2, HELF Fi301 und HFF wurden als Monolayerkulturen in
25 cm2-, 75 cm2- oder 175 cm2-Zellkulturflaschen in 10 % (v/v) FCS-EMEM im Kohlenstoffdioxid
(CO2)-Inkubator unter standardisierten Bedingungen bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre (ECACC)
kultiviert. Die Subkultivierungen sowie die Zellernten erfolgten im subkonfluenten Proliferationssta-
dium bei einer Konfluenz von ca. 80–85 %. Entsprechend der Wachstumsfläche wurden dazu die Zel-
len nach dem Absaugen des Zellkulturüberstandes, welcher FCS und andere Trypsin-inhibierende
Substanzen enthält, einmal mit PBS gewaschen. Anschließend erfolgte durch Zugabe von 1 ml, 3 ml
oder 5 ml Trypsin-EDTA (0,25 %), bezüglich der vorgenannten Wachstumsfläche, die Zellablösung
im CO2-Inkubator. Die abgelösten Zellen wurden in 10 % (v/v) FCS-EMEM aufgenommen und
nach der Sedimentation (200 x g, 5 min, RT) in Kulturmedium resuspendiert. Für die Experimente er-
folgte die Bestimmung der Zellkonzentration pro ml und die Aussaat der Zellen mit definierten Zell-
zahlen in 10 % (v/v) FCS-EMEM (s. 5.1.3). Für die Subkultivierung wurden die Zellen in dem ent-
sprechenden Kulturmedium in einem Verdünnungsverhältnis von 1 : 2, Caco-2 bis 1 : 10, ausgesät.
5.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zelllinien
Die Zelllinien wurden mit definierten Zellzahlen in 1 ml Einfrierlösung aliquotiert und bei -80 °C
mittels Isopropanol im Cryo 1 °C Freezing Container mit einer gleichmäßigen Abkühlrate von
-1 °C/min schonend eingefroren und danach im flüssigen Stickstoff (-196 °C) gelagert. Um dem
zytotoxischen Effekt von DMSO entgegenzuwirken, erfolgte für eine erneute Kultivierung der
Zellen das Auftauen zügig bei 37 °C. Nach dem einmaligen Waschen mit vorgewärmtem Kultur-
medium und der Sedimentation (200 x g, 5 min, RT) wurden die Zellen in 10 % (v/v) FCS-EMEM
resuspendiert und ausgesät.
5.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalität
Anhand des Trypanblau-Ausschlusstests besteht die Möglichkeit, vitale von avitalen Zellen zu diffe-
renzieren. Infolge erhöhter Membranpermeabilität avitaler Zellen diffundiert der Diazofarbstoff in
das Cytosol, wobei dessen Anion unspezifisch an Zellproteine bindet und somit die Zelle blau färbt.
Vitale Zellen mit intakter Membran nehmen Trypanblau nicht auf und erscheinen hell leuchtend
sowie farblos bei lichtmikroskopischer Betrachtung [159]. Unter Anwendung dieses Verfahrens
konnte die Zellkonzentration pro ml der Zellsuspension für die Aussaat definierter Zellzahlen be-
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stimmt werden. Zudem wurde ebenso das Proliferationsverhalten der Zellen bei den folgenden
Experimenten analysiert (s. Tab. 5.1). Für die Bestimmung der Zellkonzentration pro ml kam die
Zählkammer Neubauer improved zur Anwendung. Gleiche Volumina der Zellsuspension und 0,4 %
Trypanblau-Lösung wurden dazu gemischt. Nach einer Inkubationszeit von ca. 3 min bei RT [160]
konnten, nach dem Befüllen der Kammer, die vitalen Zellen der vier großen Eckquadrate (EQ),
sowie oben und links auf den Linien, mithilfe eines Lichtmikroskops und eines Handstückzählers
gezählt werden. Nach Bildung des Mittelwertes (MW) aus den gezählten Zellen diente die folgende
allgemeingültige Formel (s. (5.1)) [161] der Berechnung:
Zellkonzentration/ml = ZellzahlMW ×Verdu¨nnungs f aktor×Volumen f aktor (104)
VolumenangabeEQ: FlächeEQ x Kammertiefe = 1 mm2 x 0,1 mm = 0,1 mm3 = 0,1 µl oder 10-4 ml
(5.1)
Um Proliferation und Vitalität der Zelllinien Caco-2 und HELF Fi301 (s. Anhang, Abb. 9.1) für die
experimentelle Virusinfektion (s. 5.1.5), nichtinfizierter Caco-2 bei Präsenz von serumarmen Medi-
um vor den Apoptose-Untersuchungen (s. Abb. 6.5) sowie nichtinfizierter und infizierter Caco-2-
Mono- und Ko-Kulturen bei Gegenwart von Bortezomib (s. Abb. 6.16) zu prüfen, erfolgte deren
Aussaat mit definierten Zellzahlen als Triplett in den entsprechenden Zellkulturplatten (s. Tab. 5.1).
Tab. 5.1 Definierte Zellzahlen für die Untersuchung von Proliferation und Vitalität der Zelllinien Caco-2 und
HELF Fi301
Experiment Zelllinie Zellzahl Aussaatformat FCS-Konzentration
experimentelle Virusinfektion Caco-2 2,0 x 104 24-well-Platte 10 %
HELF Fi301 5,0 x 104 24-well-Platte 10 %
Medium-Behandlung Caco-2 2,6 x 105 06-well-Platte 02 %
Bortezomib-Behandlung Mono-Kultur
000Caco-2 6,0 x 104 24-well-Platte 02 %
Ko-Kultur
000Caco-2 4,0 x 104 24-well-Platte 02 %
000HELF Fi301 2,0 x 104 24-well-Platte 02 %
Zu den Analysezeitpunkten wurde der Zellkulturüberstand und nach dem Waschen der Zellen PBS
in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Im Anschluss an die Zellablösung durch Trypsinierung
konnten die Zellen in dem vorgenannten Zellkulturüberstand/PBS-Gemisch resuspendiert und
zusammen in das Zentrifugenröhrchen überführt werden. Nach der Sedimentation (200 x g, 3 min,
RT) sowie dem Dekantieren des Zellüberstandes erfolgte die Aufnahme des Zellsedimentes in ein
zur adäquaten Zellzählung entsprechendes Volumen serumfreien Kulturmediums. Von jeder Probe
wurde ein Aliquot zur Bestimmung von Zellzahl und Vitalität entnommen.
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Die Zellzahl [x 10n] der jeweiligen Zellsuspension errechnet sich aus der Zellkonzentration pro
ml multipliziert mit dem entsprechenden Volumen [ml]. Die Vitalität [%] wird durch den Anteil
vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl, vitale und avitale Zellen, einer Zellsuspension bestimmt [161].
5.1.4 Herstellung von Virusstocks und Virustitration
Zur Anzucht [162] des GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolats und Herstellung von Virusstocks
wurden konfluente HFF (ca. 1 x 107) einer 175 cm2-Zellkulturflasche mit einer multiplicity of
infection (MOI) von 0,1 in 30 ml 10 % (v/v) FCS-EMEM infiziert. Die MOI ist definiert als das
Verhältnis der Anzahl infektiöser Viruspartikel zu der für die Infektion festgelegten Zellanzahl
[163]. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte nachdem etwa 50 % der Zellen einen CPE zeigten.
Ungefähr nach 25 d p. i. wurde der Zellkulturüberstand nach der Sedimentation (2.383 x g, 10 min,
RT) als zellfreie Virussuspension über einen Spritzenfilter (Porengröße: 0,45 µm) steril filtriert, in
2,0 ml Reaktionsgefäße aliquotiert, anschließend fraktioniert eingefroren (30 min bei 4 °C, 30 min
bei -20 °C) und bei -80 °C gelagert [164].
Für die Quantifizierung infektiöser Einheiten pro ml Virusstocksuspension wurden konflu-
ente HELF Fi301 mit der Zellzahl 4 x 105 pro well einer 12-well-Zellkulturplatte mit 200 µl der
entsprechenden Virusstocksuspensionsvolumina, als Duplikate mitgeführt, aus der zuvor in 0 %
FCS-EMEM angesetzten logarithmischen Verdünnungsreihe (10-1–10-6) (Endpunktverdünnungs-
methode) infiziert, anschließend mit 2 ml Methocel überschichtet und 7 d inkubiert (s. 5.1.5). Das
halbfeste Medium verhindert die freie Diffusion der Viren, wodurch nur benachbarte Zellen über
Zell-Zell-Kontakte infiziert werden. Die dadurch initiierte Bildung von PFU konnte mittels Plaque-
reduktionsassay detektiert werden (s. 5.1.6). Nichtinfizierte Zellen (mock) dienten als Kontrolle der
Zellproliferation und der Färbung. Der Titer [PFU/ml] errechnet sich aus der gemittelten Anzahl
der PFU der beiden Verdünnungsstufen, in denen sie noch lichtmikroskopisch nachweisbar sind,
bezogen auf 1 ml Virusstocksuspension.
Korrektur der MOI für die Infektion der Caco-2 mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat
Die aus Vorarbeiten ermittelte MOI von 10 für die Infektion der Caco-2 mit dem HCMV-Labor-
stamm AD169 wurde auf das in dieser Arbeit etablierte Infektionsschema übertragen. Da die
Zellen mit EGTA-Lösung vorbehandelt und während der Infektion sedimentiert werden (s. 5.1.5),
musste die Titerbestimmung der Virussuspensionen angeglichen werden. Die erste Infektion der
HELF Fi301 mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat erfolgte für 1,5 h im CO2-Inkubator
(s. Tab. 5.2, 1. Tabellenspalte), die zweite ohne (s. Tab. 5.2, 2. Tabellenspalte) und die dritte zu-
sätzlich mit 100 µM EGTA-Lösung (EGTA) (s. Tab. 5.2, 3. Tabellenspalte) sowie jeweils mit
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Sedimentation entsprechend der experimentellen Infektion der Caco-2 (s. 5.1.5). Der Faktor er-
rechnet sich als Quotient aus dem Titer [PFU/ml] der HELF Fi301 mit 100 µM EGTA-Lösung und
Sedimentation und dem der HELF Fi301 ohne Behandlung. Nach Multiplikation des jeweiligen
Faktors mit 10 konnte gemittelt eine MOI von 30,4 ± 4,8 bestimmt werden (s. Tab. 5.2).
Tab. 5.2 Bestimmung der MOI für die Infektion von Caco-2 mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat
Titer [PFU/ml] Faktor x MOI (= 10)
HELF Fi301 HELF Fi301 HELF Fi301
100 µM EGTA− 100 µM EGTA− 100 µM EGTA+
Sedimentation− Sedimentation+ Sedimentation+
6,5 x 106 11,0 x 106 16,0 x 106 25
2,1 x 106 05,1 x 106 07,2 x 106 34
1,7 x 106 04,8 x 106 05,1 x 106 30
0,7 x 106 02,7 x 106 02,8 x 106 40
1,8 x 106 03,1 x 106 04,8 x 106 27
1,2 x 106 01,1 x 106 03,2 x 106 27
1,0 x 106 01,4 x 106 03,0 x 106 30
MW ± SD 30,4 ± 4.8
5.1.5 Experimentelle Virusinfektion
In 96-, 24-, 12- oder 6-well-Zellkulturplatten erfolgte nach Aussaat definierter Zellzahlen pro
well (s. 5.1.3) die Infektion von konfluent proliferierten Caco-2 und HELF Fi301 mit dem GCV-
resistenten klinischen HCMV-Isolat, soweit nicht anders angegeben, mit einer MOI von 30 bzw. 1.
HELF Fi301 wurden als Referenzzelllinie zur Kontrolle der Methodik mitgeführt. Nach Kultivie-
rung der Caco-2 für 48 h mit 10 % sowie für 24 h mit 1 % (v/v) FCS-EMEM, zum Erreichen einer
Zellzyklus-Synchronisation [165], wurden die Zellen zunächst für 1 h mit 100 µM EGTA-Lösung,
verdünnt in 0 % FCS-EMEM, inkubiert [151, 166]. Dem anschließenden Waschen mit PBS folgte
die Inkubation der Zellen mit der Virussuspension, entsprechend verdünnt in 0 % FCS-EMEM,
für 15 min. Nach der Sedimentation (1 215 x g, 45 min, RT) wurden die Caco-2 für weitere 30 min
inkubiert. In dieser Zeit finden die Adsorption des Virus und die Zellinfektion statt. Für die Nichtin-
fektion wurden die Zellen wie vorgenannt mit 0 % FCS-EMEM scheininfiziert (mock, nichtinfiziert).
Nach dem anschließenden dreimaligen Waschen mit PBS folgte die Inkubation der Caco-2 mit
2 % (v/v) FCS-EMEM sowie mit aufsteigenden Konzentrationen der Proteasominhibitoren entwe-
der in Methocel für 7 d oder in 2 % (v/v) FCS-EMEM über definierte Zeiträume. Die Infektion
der HELF Fi301, 48 h nach Aussaat, erfolgte nach dem Waschen der Zellen mit PBS für 1,5 h im
CO2-Inkubator. Im Anschluss an dem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen entweder
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mit Methocel oder mit 2 % (v/v) FCS-EMEM für 7 d inkubiert. Am 4 d p. i. erfolgte der Zusatz von




20 mM HEPES-Puffer, steril filtriert
Lagerung bei 4 °C
A B
Abb. 5.1 Mikroskopische Darstellung des Effektes von EGTA bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Mittels Phasenkontrastmikroskopie sind synchronisierte Caco-2 nach einstündiger Inkubation in A mit 0 % FCS-EMEM
sowie in B mit 100 µM EGTA-Lösung, verdünnt in 0 % FCS-EMEM, dargestellt. EGTA bewirkt die Trennung der
Zonulae occludentes (tight junctions). Der Größenstandard entspricht 200 µm im großen Bild und 50 µm im kleinen
Bild. Keine Bildanpassung.
5.1.6 Plaquereduktionsassay
Anhand des Plaquereduktionsassays kann die Anzahl infektiöser Viruspartikel visualisiert sowie
quantifiziert werden. Nach 7 d p. i. erfolgte die Fixierung der Zellen mit dem Ethanol/Aceton-
Gemisch [167] für mindestens 20 min bei -20 °C. Anschließend wurden unspezifische Bindungen
durch den Blocking-Puffer bei 37 °C für 30 min abgesättigt. Nach Entfernung des Puffers erfolgte
die einstündige Inkubation mit dem Primärantikörper Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus,
Clones CCH2 + DDG9, gegen die sehr frühen viralen Proteine IE1/IE2. Nach dem fünfmaligen
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem Sekundärantikörper Polyclonal Rabbit Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP (s. 4.5) für 2 h inkubiert. Nach dem erneuten fünfmaligen Waschschritt
folgte die Kernfärbung mithilfe des 3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC) Staining Kit entsprechend
den Angaben des Herstellers. Ungebundene Farbpartikel konnten per einmalige Waschung mit PBS
sowie aqua bidest. entfernt werden. Durch die Rotfärbung der Kerne ist die Anzahl der plaque




PBS (1x) 90 ml
FCS 10 ml
Tween® 20 200 µl
(37 °C)
Mithilfe des Plaquereduktionsassays sollte für Bortezomib sowie (S)-MG132 der Effekt der
Hemmung des Proteasoms auf die Virusreplikation bei den Caco-2 analysiert werden. Die effecti-
ve concentration 50 % (EC50) ist definiert als die Konzentration des Inhibitors, welche 50 % der
viralen Replikation vergleichend zu der Kontrolle (100 %) inhibiert. In 24-well-Zellkulturplatten
wurden zu diesem Zweck 6,5 x 104 Caco-2 pro well ausgesät, infiziert (s. 5.1.5) und mit 1 ml Me-
thocel überschichtet, welches die aufsteigenden Konzentrationen von Bortezomib (1,0 nM; 2,0 nM;
3,0 nM; 4,0 nM; 5,0 nM; 6,0 nM; 7,0 nM; 8,0 nM; 9,0 nM; 10,0 nM), (S)-MG132 (20,0 nM; 40,0 nM;
60,0 nM; 80,0 nM; 100,0 nM; 120,0 nM; 140,0 nM; 160,0 nM; 180,0 nM; 200,0 nM; 220,0 nM;
240,0 nM; 260,0 nM; 280,0 nM; 300,0 nM) sowie (R)-MG132 (0,03 µM; 0,06 µM; 0,09 µM; 0,12 µM;
0,15 µM; 0,18 µM; 0,21 µM; 0,24 µM; 0,27 µM; 0,30 µM; 0,33 µM; 0,36 µM; 0,39 µM; 0,42 µM;
0,45 µM und 0,2 µM; 0,4 µM; 0,6 µM; 0,8 µM; 1,0 µM; 1,2 µM; 1,4 µM; 1,6 µM; 1,8 µM; 2,0 µM;
2,2 µM; 2,4 µM; 2,6 µM; 2,8 µM; 3,0 µM) beinhaltete. Proteasominhibitor-unbehandelte nichtin-
fizierte sowie infizierte Caco-2 dienten als Kontrollen. Pro Konzentrationsstufe und infizierter
Kontrolle wurden drei Parallelansätze angesetzt. Nach 7 d p. i. erfolgte die Durchführung des Plaque-
reduktionsassays. Bei der Berechnung sind die gemittelten Plaqueanzahlen der Proteasominhibitor-
behandelten infizierten Caco-2 prozentual zu denjenigen der entsprechend unbehandelten infizier-
ten Caco-2 (als 100 % definiert) ins Verhältnis gesetzt worden (s. Anhang, Abb. 9.2 A, B). Für
(R)-MG132 konnte keine Hemmung der viralen Replikation durch die vorgenannten Konzentra-
tionen detektiert werden (s. Anhang, Abb. 9.2 C, D). Die Tabelle 5.3 zeigt die festgelegten Ar-
beitskonzentrationen der Proteasominhibitoren für die Experimente. Die für (S)-MG132 ermittelte
EC50-Konzentration von 101,33 nM wurde auf 101 nM gerundet (s. Tab. 5.3).
Tab. 5.3 Definierte Arbeitskonzentrationen der Proteasominhibitoren
Proteasominhibitor Konzentration [nM]
EC35 EC50 EC75 EC90
Bortezomib 2,77 ± 1,12 004,01 ± 0,45 005,51 ± 0,08 006,11 ± 0,11
(S)-MG132 101,33 ± 4,16 157,00 ± 1,00 242,00 ± 3,46
Die EC35, EC50, EC75 und EC90 wurden als die Konzentrationen der Proteasominhibitoren definiert, die zu einer
35%igen, 50%igen, 75%igen und 90%igen Plaquereduktion im Vergleich zu der Proteasominhibitor-unbehandelten Kon-




Für Bortezomib und (S)-MG132 wurden zum Ausschluss der Hemmung der viralen Replikation
durch vorgeschädigte bzw. avitale Wirtszellen die zytotoxische Wirkung auf Caco-2 mittels Cell
Proliferation Kit II (XTT) analysiert. Die cytotoxic concentration 50 % (CC50) ist definiert als
die Konzentration des Inhibitors, welche die Zelllebensfähigkeit um 50 % gegenüber der unbe-
handelten Kontrolle (100 %) reduziert. In 96-well-Zellkulturplatten wurden dazu 1 x 104 Caco-2
pro well in 200 µl 10 % (v/v) FCS-EMEM ausgesät und für 48 h inkubiert. Nach Entfernung der
Zellkulturüberstände erfolgte die Inkubation der Zellen mit 100 µl 2 % (v/v) FCS-EMEM als Kon-
trolle sowie mit aufsteigenden Konzentrationsstufen von Bortezomib (1,0 nM; 1,1 nM; 1,2 nM;
1,3 nM; 1,4 nM; 1,5 nM; 1,6 nM) und (S)-MG132 (50,0 nM; 60,0 nM; 70,0 nM; 80,0 nM; 90,0 nM;
100,0 nM; 110,0 nM) in 100 µl 2 % (v/v) FCS-EMEM mit sechs Parallelansätzen. Nach 7 d wurden
50 µl der sodium 3´-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzene
sulfonic acid hydrate (XTT)-Reaktionslösung (Gemisch aus XTT und Elektronen-koppelndem
Reagenz im Verhältnis von 50 : 1) pro well zugesetzt (Endkonzentration XTT: 0,3 mg/ml) und 4 h
bei 37 °C inkubiert. Das Tetrazoliumsalz XTT wird nur in vitalen Zellen zum wasserlöslichen
orangen Formazan-Farbstoff umgesetzt und die Absorptionen bei einer Wellenlänge von 492 nm
(Referenzwellenlänge 620 nm) spektrophotometrisch mittels Mikroplattenleser Sunrise™, Software
Magellan™, detektiert. Eine Erhöhung der Anzahl lebender Zellen führt zu einer Erhöhung der
Gesamtaktivität von mitochondrialen Dehydrogenasen, was direkt mit der Menge des gebildeten
Formazans korreliert. Die Absorptionen wurden prozentual zu derjenigen der Kontrolle (als 100 %
definiert) ins Verhältnis gesetzt (s. Anhang, Abb. 9.3 A, B).
5.1.8 JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit
Sehr frühe Stadien der Apoptose äußern sich infolge apoptotischer Stimuli in einer Änderung des
mitochondrialen Membranpotentials (∆ΨM) [168] vermutlich durch die Öffnung der mitochondria-
len Permeabilitätsübergangs-Pore. Der Ausgleich des Ionengradienten führt zu einer Entkopplung
der Atmungskette mit Freisetzung von verschiedenen Procaspasen, Cytochrom c und apoptosis-
inducing factor (AIF) sowie einer Fülle von weiteren Proteinen aus dem Innenmembranraum in
das Cytosol [169]. Für die Detektion der Veränderung des ∆ΨM bzw. des Ausmaßes der Apoptose
wurde der lipophile und membranpermeable Carbocyanin-Farbstoff 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethyl-imidacarbocyanine iodide (JC-1), der eine delokalisierte positive Ladung besitzt, gewählt.
Dieser eignet sich zur Bestimmung des elektrochemischen Gradienten. In den Mitochondrien mit
einem hohen ∆ΨM kumuliert JC-1 als Aggregatform mit einem Emissionsmaximum bei der Wellen-
länge 590 nm im orange-roten Spektralbereich. Mit Abnahme des ∆ΨM liegt der Farbstoff vermehrt
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als Monomer im Zytoplasma mit einem Emissionsmaximum bei der Wellenlänge 527 nm im grünen
Spektralbereich vor. Die Exzitation erfolgt mit einer Wellenlänge von 490 nm [170, 171].
In lichtgeschützten 96-well-Zellkulturplatten kamen 1,5 x 104 Caco-2 pro well in 200 µl
10 % (v/v) FCS-EMEM zur Aussaat, die wie unter 5.1.5 infiziert wurden. Die Inkubation der
entsprechenden Zellen mit 4,01 nM (EC50) und 5,51 nM (EC75) Bortezomib sowie mit 101 nM
(EC50) (nur für 7 d) und 157 nM (EC75) (S)-MG132 in 2 % (v/v) FCS-EMEM erfolgte für 7 d,
unter Mitnahme der Lösungsmittelkontrollen, sowie für 12 h und 24 h, nach einer Kultivierungs-
zeit von 6,0 d bzw. 6,5 d mit 2 % (v/v) FCS-EMEM. Als Kontrollen dienten nichtinfizierte und
HCMV-infizierte Caco-2 (Zellgruppen), kultiviert ausschließlich mit 2 % (v/v) FCS-EMEM. Jeder
Ansatz wurde als Duplikat angesetzt. Die Durchführung des Assays erfolgte den Herstellerangaben
entsprechend. Die Fluoreszenzen sowie deren Ratio konnten anhand des Mikroplattenleser Mithras
LB 940, Software MikroWin 2000, detektiert werden. Für den Vergleich der 12- und 24-stündigen
Behandlungszeit der Zellgruppen mit der nichtinfizierten Medium-Kontrolle sowie miteinander
wurde die JC-1-Fluoreszenz-Ratio der infizierten gegen die der entsprechenden nichtinfizierten
Caco-2 normalisiert [%]. Bei einer apoptotisch hervorgerufenen Depolarisation der Mitochondri-
enmembran lässt sich das Ausmaß der sehr frühen Apoptose als Verhältnis von J-Monomeren zu
J-Aggregaten ausdrücken.
5.1.9 Ko-Kultur und Ko-Infektion
Die Ko-Kultivierung der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit den primären Fibroblastenzelllinien
HELF Fi301 oder HFF, zur Beobachtung der Proliferation, erfolgte im Verhältnis von 2 : 1 und 10 : 1
sowie deren Aussaaten im Verhältnis von 2 : 1, jeweils in 10 % (v/v) FCS-EMEM.
Um einen hypothetisch angenommenen positiven Effekt hinsichtlich der Infektion der Caco-2
mithilfe der Ko-Kultur sowie der Ko-Infektion (nichtvorbehandelte Caco-2 und HCMV-infizierte
Fibroblasten gemischt) zu zeigen, erfolgte die Infektion der Caco-2-Mono-Kultur (Kontrolle) so-
wie Ko-Kultur durch eine Virussuspension niedrigen HCMV-Titers (MOI = 30), wie unter 5.1.5
beschrieben. Pro well wurden je im Triplett für die nichtinfizierten und infizierten Mono-Kulturen
6 x 104 Caco-2, für die jeweiligen Ko-Kulturen 4 x 104 Caco-2 und 2 x 104 HELF Fi301 (ge-
mischt) sowie entsprechend 1,2 x 105 HELF Fi301 (Referenzzelllinie) in 24-well-Zellkulturplatten
ausgesät. Der Kultivierungszeitraum und die Vorbereitungen der Ko-Kulturen für die Infektion
entsprachen denjenigen der Mono-Kulturen (s. 5.1.5). Am Tag der Infektion, nach Überschichtung
der Mono- und Ko-Kulturen mit Methocel, erfolgte gleichzeitig die Mischung frisch geernteter
und nichtsynchronisierter Caco-2 mit den HCMV-infizierten HELF Fi301 (definierte Zellzahlen
(s. 5.1.3)) in Methocel. Diesbezüglich wurden zuvor die HELF Fi301 mit einer MOI von 0,1, glei-
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cher Virussuspension wie vorgenannt, infiziert. Bei einem CPE von gerade 100 % erfolgten die
obigen Zellaussaaten. Nach 7 d p. i. konnten mittels Plaquereduktionsassay die Plaques visualisiert
und lichtmikroskopisch quantifiziert werden (s. 5.1.6). Die jeweiligen Plaquesanzahlen wurden pro-
zentual zu derjenigen der Kontrolle ins Verhältnis gesetzt. In dieser Arbeit wurde die Bezeichnung
„Gesamt“ in Verbindung mit der Ko-Kultur bei deren Ergebnisbeschreibung verwendet.
5.2 Molekularbiologische Methode
5.2.1 Konzentrationsbestimmung von doppelsträngiger DNA (dsDNA)
Mit dem Ziel, das Ausmaß der Nekrose vergleichend zu analysieren, wurde nach der 12- und 24-
stündigen Behandlung nichtinfizierter und infizierter Caco-2 mit serumarmen Medium und den
Proteasominhibitoren aus den gewonnenen Zellkulturüberständen (s. 5.4.2), jeweils als Duplikat
angesetzt, freie dsDNA mittels PicoGreen®-Reagenz bestimmt. Dies interkaliert vorzugsweise
in dsDNA mit einer Erhöhung der Fluoreszenzintensität um den Faktor > 1 000 [172, 173]. In
Anlehnung an Quant-iT
™
PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits (Invitrogen™) erfolgte die Quanti-
fizierung von dsDNA. Zur Konzentrationsbestimmung von dsDNA des Lambda-DNA-Standards
wurden die Absorptionen (A) bei den Wellenlängen 260 nm (A260) und 280 nm (A280) gegen den
Leerwert (aqua bidest.) am NanoDrop-ND-1000-UV/Vis-Spectrophotometer gemessen. Für die
Konzentrationen von wässrigen Nukleinsäurelösungen gilt der Zusammenhang, dass eine optische
Dichte (OD)260 von 1 einer dsDNA-Konzentration von 50 µg/ml entspricht. Der Quotient aus
A260/A280 gilt als Maß für den Reinheitsgrad einer DNA-Lösung oder -Präparation und sollte bei
1,8 liegen [174, 175]. Der Ansatz der Standardkurven sowie die Probenvorbereitungen entsprachen
den Herstellerangaben des oben erwähnten Kit. Die Endverdünnung des PicoGreen®-Reagenzes
betrug 1 : 1 000. Die Fluoreszenzen der DNA-Standardkurven sowie der Zellkulturüberstände pro
lichtgeschützter 96-well-ELISA-Platte wurden am Mithras LB 940, Software MikroWin 2000,
detektiert. Die Exzitation erfolgte mit Licht der Wellenlänge 485 nm, die Messung der Emission der
Fluoreszenzen bei der Wellenlänge 535 nm. Ausgehend von der low-range-DNA-Standardkurve
(blank; 25 pg/ml; 250 pg/ml; 2,5 ng/ml; 25 ng/ml), mittels Software GraphPad Prism® interpoliert,
konnten die Konzentrationen von dsDNA [ng/ml], Leerwert-korrigiert, der infizierten gegen die der
entsprechenden nichtinfizierten Caco-2 normalisiert [%] werden. Dadurch wird ein Vergleich der
12- und 24-stündigen Behandlungszeit der Zellgruppen mit der nichtinfizierten Medium-Kontrolle











Zum Nachweis viraler Proteine und des proapoptotischen Proteins Bax wurden die Proteinlysate
mittels sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) aufgetrennt und
im Western-Blot (Immunoblot) immunologisch detektiert. Bei der eindimensionalen SDS-PAGE
erfolgt die Auftrennung denaturierter Proteine im elektrischen Feld in einem Polyacrylamid-Gel
[176] nach ihrem Molekulargewicht. Durch die Bindung des negativ geladenen Detergens SDS wird
die Eigenladung der Proteine überdeckt. Das Bindungsverhältnis impliziert eine konstante negative
Ladung der Proteine zur Masse, die eine Auftrennung ausschließlich nach dem Molekulargewicht
der linearisierten Proteine erlaubt [177].
In dieser Arbeit kam die diskontinuierliche SDS-PAGE zur Anwendung mit dem Vorteil einer
hohen Bandenschärfe gegenüber dem kontinuierlichen System. Hierbei werden zwei verschiedene
Gele benutzt, die sich hinsichtlich ihres pH-Wertes, ihrer Ionenstärke und Porengröße unterschei-
den. Im Sammelgel (pH 6,8) erfolgt die Konzentrierung der aufzutrennenden Proteinlysate, die
anschließend im Trenngel (pH 8,8) aufgetrennt werden [177]. Für den Nachweis der entsprechen-
den Zielproteine kamen 2,6 x 105 Zellen der Ko-Kultur (s. 5.1.9) und 5 x 105 HELF Fi301 pro
well in 4 ml 10 % (v/v) FCS-EMEM in 6-well-Zellkulturplatten zur Aussaat. Nach der Infektion
(s. 5.1.5) wurden die Ko-Kulturen mit 2,77 nM (EC35) und 4,01 nM (EC50) Bortezomib sowie
mit 101 nM (EC50) und 157 nM (EC75) (S)-MG132 in 2 % (v/v) FCS-EMEM unter Mitführung
nichtinfizierter Zellen gleicher Behandlung inkubiert. Als Kontrollen dienten nichtinfizierte und
infizierte Ko-Kulturen sowie HELF Fi301, kultiviert ausschließlich mit Medium. Nach 7 d p. i.
wurden zur Gewinnung der Zellextrakte die Zellkulturen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen.
Danach erfolgte die Sedimentation (1 000 x g, 5 min, 4 °C) der abgeschabten Zellen, welche in 80 µl
Protease-Inhibitor-Lösung resuspendiert waren. Nach dem anschließenden mechanischen Zellwand-
aufschluss bei 4 °C mittels Ultraschall (3 x 15 s, Leistung 40 %) sowie der folgenden Sedimentation
(20 800 x g, 30 min, 4 °C) der Homogenate zur Entfernung der Zelltrümmer wurden die Überstände
separiert und gegebenenfalls bei -80 °C gelagert. Das 10%ige Trenngel wird nach Induktion der
Polymerisationsreaktion durch 10 % (w/v) APS und TEMED bis auf 1 cm unter dem Kamm gegos-
sen und mit 70 % (v/v) Isopropanol überschichtet nachdem die Glasplatten mittels Abstandshalter
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zusammengesetzt waren. Nach der Polymerisation und Entfernung des Isopropanols erfolgte die
Überschichtung des Trenngels mit 4%igem Sammelgel und Einsetzen des Kammes. Vor dem Be-
laden der Gele wurden die Proben (Überstände) mit dem SDS-PAGE-Probenpuffer (6x) gemischt
und die Proteine bei 95 °C für 5 min denaturiert. Der mitgeführte Größenstandard (PageRuler™
Prestained Protein Ladder) diente zur Abschätzung der Molekulargewichte. Die Elektrophorese
erfolgte zunächst im Sammelgel bei einer Stromstärke von 10 mA (pro Gel), um eine einheitliche
Proteinlauffront zu gewährleisten, und nach dem Einlaufen der Proben in das Trenngel bei einer
Stromstärke von 20 mA (pro Gel) in SDS-PAGE-Laufpuffer (1x).
Sammelgel (4 % Acrylamid)
Sammelgel-Puffer 500 µl
30 % (w/v) Acrylamid-Lösung 267 µl
aqua bidest. 1.233 µl





SDS 1 % (w/v)
aqua bidest.
SDS-PAGE-Probenpuffer (6x)
Tris-HCl, pH 6,8 197,4 mM
SDS 6,3 % (w/v)
Glycerin 80 % (v/v)
Bromphenolblau 0,03 % (w/v)
β -Mercaptoethanol 6 % (v/v)
aqua bidest.
Trenngel (10 % Acrylamid)
Trenngel-Puffer 1.250 µl
30 % (w/v) Acrylamid-Lösung 1.667 µl
aqua bidest. 2.083 µl




Die indirekte Immunfluoreszenz ist ein zweistufiges Verfahren, bei dem an das Zielprotein ein
Epitop-spezifischer nichtmarkierter Primärantikörper bindet und dieser im Anschluss mit einem
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörper versetzt wird. Die Bindung von vielen Se-
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kundärantikörpern an einem Primärantikörper führt zu einer Verstärkung des Fluoreszenzsignals
[178].
Unter Nutzung dieser Methode kamen für den qualitativen Nachweis viraler Proteine pro well
6,5 x 104 Caco-2 sowie 1,3 x 105 HELF Fi301 in 1 ml 10 % (v/v) FCS-EMEM auf Deckgläschen
in 24-well-Zellkulturplatten zur Aussaat. Die Infektion beider Zelllinien erfolgte wie unter 5.1.5
beschrieben mit anschließender Inkubation in 2 % (v/v) FCS-EMEM für 7 d. Nichtinfizierte und infi-
zierte Caco-2 wurden dabei mit 4,01 nM (EC50) und 5,51 nM (EC75) Bortezomib sowie mit 101 nM
(EC50) und 157 nM (EC75) (S)-MG132 inkubiert. Als Kontrollen dienten jeweils Proteasominhibitor-
unbehandelte nichtinfizierte und infizierte Zellen. Im Anschluss wurden die Deckglas-Kulturen
einmal mit PBS gewaschen, 30 min mit 4 % Paraformaldehyd-Lösung [167, 179] zur Erhaltung der
morphologischen Struktur der Zelle bei RT fixiert und erneut einmal mit PBS gewaschen. Nachfol-
gend inkubierten die Deckglas-Kulturen 10 min bei RT mit 50 mM Ammoniumchlorid-Lösung zur
Blockierung freier Aldehydgruppen des Paraformaldehyds. Die anschließende Permeabilisierung
der Zellmembran mittels 0,2 % (v/v) Triton® X-100-Lösung [180] für 5 min bei RT gewährleistet
die Bindung der Antikörper an intrazelluläre Antigene [167]. Nach dem zweimaligen Waschen mit
PBS wurden die Deckglas-Kulturen mit dem jeweiligen spezifischen Primärantikörper 1 h bei RT
und lichtgeschützt in der feuchten Kammer inkubiert. Nach dem erneuten zweimaligen Waschen
mit PBS und einmalig mit aqua bidest., zur Entfernung ungebundener Antikörper, erfolgte die
Inkubation der Deckglas-Kulturen mit dem Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörper
Cy™5-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (s. 4.5) für 45 min bei
RT und lichtgeschützt in der feuchten Kammer. Nach dem weiteren zweimaligen Waschen mit PBS
und einmalig mit aqua bidest. wurden den Deckglas-Kulturen 8 µl DAPI Fluoromount-G® zur An-
färbung der Zellkerne und Fixierung auf den Objektträgern zugegeben und nach deren Trocknung
mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
Die Fluoreszenzen exprimierter viraler Proteine konnten nach der indirekten Immunfluoreszenz
durch die Fluoreszenzmikroskopie am Olympus BX60, ColorView II (CCD-Color-Kamera), detek-
tiert und dokumentiert werden. Filtereinstellung: DAPI (Filter Cube: U-MWU, Excitation Filter:
330–385 nm, Barrier Filter: 420 nm), Cy™5 (Filter Cube: U-MWIY, Excitation Filter: 545–580 nm,
Barrier Filter: 610 nm). Die Auswertungen und die Überlagerungen folgten mithilfe der Softwares
cellD und GIMP.
Für die Verifizierung der durchflusszytometrisch detektierten Expression von pp28 infizierter
Caco-2 bei 7-tägiger Gegenwart der EC75-Konzentrationen der Proteasominhibitoren kam zur
Analyse und Dokumentation der Fluoreszenzen das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop Eklipse
Ti (A1/A1R) zur Anwendung. Einstellung: Objektiv: Plan Apo VC 60x Oil Dic N2; Kalibration:
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0,419 µm/px; Emissionswellenlänge: DAPI: 450 nm, Cy™5: 700 nm. Die Exitation erfolgte mit
Laserlicht der Wellenlänge 406,6 nm sowie 638,3 nm. Durch die Softwares NIS-Elements und
NIS-Elements Viewer konnten die Auswertungen und die Überlagerungen durchgeführt werden.
0,2 % Triton ® X-100-Lösung
Triton® X-100 0,2 % (v/v)
1x PBS
4 % Paraformaldehyd-Lösung





5.4.2 Cell Death Detection ELISAPlus
Zur Erfassung apoptotischer Ereignisse wurde der Cell Death Detection ELISAPlus gewählt. Die-
ser basiert auf einem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-Prinzip unter Verwendung
monoklonaler Antikörper gegen Histone bzw. DNA. Anti-Histon-Antikörper binden an die Histon-
Komponente der Nukleosomen und nehmen gleichzeitig die Immunkomplexe der Streptavidin-
beschichteten Platte über Biotinylierung auf. Zusätzlich reagiert der Anti-DNA-POD-Antikörper
mit der DNA-Komponente der Nukleosomen. Die Zelltodarten Apoptose sowie Nekrose können so-
mit untersucht werden, da bei der Apoptose die DNA-Fragmente intrazellulär verbleiben, während
sie bei nekrotischen Zellen in das Kulturmedium abgegeben werden.
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die relative Quantifizierung von Mono- und Oligonukleo-
somen innerhalb der zytoplasmatischen Fraktion von Zelllysaten, wobei deren Anreicherung im
Zytoplasma apoptotischer Zellen darauf zurückzuführen ist, dass der DNA-Abbau mehrere Stunden
vor dem Plasmamembranabbau auftritt. Nukleosomen, Grundelemente des Chromatins, werden
durch ein Kernteilchen gebildet, das aus einem Oktamer der Histonkomponenten H2A, H2B, H3
und H4 sowie 146 Basenpaare der DNA, die um sie gewunden sind, besteht. 15 bis 100 Basenpaare
der Linker-DNA verbinden benachbarte Nukleosomen und bilden eine kettenähnliche Struktur, die
durch ein weiteres Histon H1 stabilisiert ist. Insbesondere während der Apoptose werden Endo-
nukleasen aktiviert, die spezifisch an die leicht zugänglichen Verknüpfungsstellen binden und das
Chromatin in multiple Oligo- und Mononukleosomen (Histon-assoziierte DNA-Fragmente) spalten.
Im Gegensatz dazu ist die DNA der Nukleosomen mit den Kernhistonen komplexiert und daher vor
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der Spaltung durch Endonuklease geschützt [181].
Die Durchführung des ELISA erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. Pro well
kamen dazu 6,5 x 104 Caco-2 in 1 ml 10 % (v/v) FCS-EMEM in 24-well-Zellkulturplatten zur
Aussaat, die wie unter 5.1.5 infiziert wurden. Anschließend erfolgte die Inkubation der Zellen für 7 d,
unter Mitnahme der Lösungsmittel-Kontrollen, sowie für 12 h und 24 h, nach einer Kultivierungszeit
von 6,0 d und 6,5 d in 2 % (v/v) FCS-EMEM, mit 4,01 nM (EC50) und 5,51 nM (EC75) Bortezomib
sowie mit 101 nM (EC50) (nur für 7 d) und 157 nM (EC75) (S)-MG132 in 2 % (v/v) FCS-EMEM.
Nichtinfizierte und HCMV-infizierte Caco-2, die nur mit Medium inkubierten, dienten als Kontrollen.
Zudem wurden jeweils 1,3 x 105 HELF Fi301 für 7 d, wie vorgenannt, kultiviert. Da Apoptose-
Effekte überprüft werden sollten, kamen die Kulturmedien vor dem Trypsinieren der Zellen zur
Lagerung bei -80 °C. Die im ELISA eingesetzte Zellzahl war auf 1 x 105 eingestellt (s. 5.1.3). Jeder
Ansatz wurde als Duplikat angesetzt. Die Detektion der Absorptionen erfolgte bei der Wellenlänge
405 nm (Referenzwellenlänge 492 nm) spektrophotometrisch mittels Mikroplattenleser Sunrise™,
Software Magellan™. Nach der Leerwertkorrektur wurden die Absorptionen, die proportional zu
den Histon-assoziierten DNA-Fragmenten sind, der entsprechenden infizierten Caco-2 gegen die
der jeweiligen nichtinfizierten Zellen normalisiert [%]. Ermöglicht wird dadurch ein Vergleich der
12- und 24-stündigen Behandlungszeit der Zellgruppen mit der nichtinfizierten Medium-Kontrolle
sowie miteinander. Der vom Hersteller beschriebenen Berechnung für den Anreicherungsfaktor
konnte nicht nachgekommen werden, da in den meisten Fällen die Absorptionen der Behandlungen
unterhalb derer der nichtinfizierten Medium-Kontrollen lag.
5.4.3 Western-Blot
Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine (s. 5.3.1) aus dem Polyacrylamid-Trenngel auf
eine Nitrozellulosemembran zu transferieren kam das Semi-Dry-Blot-Verfahren zur Anwendung
[182]. Die im Anschluss durchgeführte Immundetektion ermöglicht die Visualisierung und somit
den Nachweis der Zielproteine.
5.4.3.1 Proteintransfer
Kathodenseitig wurde sandwichartig das Polyacrylamid-Trenngel, welches zuvor in dem Transfer-
Puffer äquilibrierte, auf die mit Transfer-Puffer getränkte Nitrozellulosemembran platziert und
beidseits passgenau von dem im Transfer-Puffer getränkten dreilagigen Whatman-Filterpapier flan-
kiert. Durch ein senkrecht zum Polyacrylamid-Trenngel gerichtetes elektrisches Feld mit einer











Nach dem Proteintransfer wurde die Membran zur Absättigung freier und unspezifischer Protein-
bindungsstellen 1 h bei RT in Magermilchpulver-Lösung auf dem Schüttler inkubiert. Nach dem
dreimaligen Waschen für je 5 min in PBST erfolgte die Inkubation der Membran mit dem spezifi-
schen Primärantikörper über Nacht bei 4 °C auf dem Schwenktisch. Als Ladekontrolle diente die
Inkubation mit dem α-Tubulin Mouse mAB. Nach dem wiederholten Waschschritt wurde die Mem-
bran mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper (s. 4.5) für 1,5 h bei RT schwenkend
inkubiert. Die Eliminierung nicht gebundener Sekundärantikörper erfolgte durch den vorgenannten
Waschschritt. Die Membran wurde anschließend den Herstellerangaben entsprechend mit dem
Chemolumineszenz-Substrat (Peroxidase- und Luminol/Enhancer-Lösung zu gleichen Anteilen
gemischt) des Pierce ECL Western Blotting Substrate zum Anfärben der Proteinbanden für 1 min
bei RT versetzt. In Gegenwart von Wasserstoffperoxid oxidiert horseradish peroxidase (HRP) das
zyklische Diazylhydrazid Luminol zu dem angeregten Produkt 3-Aminophthalat. Bei dessen Zerfall
in den Grundzustand wird Licht der Wellenlänge 425 nm emittiert, welches mittels CCD-Kamera
Fusion SL und Software Fusion detektiert und visualisiert wurde [183].
Um die Membran für weitere Proteindetektionen verwenden zu können, erfolgte zum Entfernen
des primären und des sekundären Antikörpers [184] deren Inkubation mit dem Stripping-Puffer für
12 min bei 37 °C auf dem Schüttler (40 rounds per minute (rpm)). Anschließend wurde die Membran
mit erneutem Stripping-Puffer für 12 min bei RT auf dem Schüttler (40 rpm) inkubiert. Nach dem
dreimaligen Waschen für je 5 min in PBST konnte die Membran wiederholt mit Magermilchpulver-
Lösung abgesättigt werden. Das Strippen der Membran kam maximal zweimalig zur Anwendung.
Magermilchpulver-Lösung
Magermilchpulver 5 % (w/v)
PBST
PBST










Anhand der Durchflusszytometrie ist es möglich, verschiedene optische Eigenschaften der Zellen
zu quantifizieren. Suspendierte Einzelzellen werden mit fluoreszenzmarkierten Molekülen als
feine Tröpfchen in einer Fließkammer durch einen Laserstrahl geführt, bei der ihre relative Größe
(Vorwärtsstreulicht – FSC), relative Granularität (Seitwärtsstreulicht – SSC) und ihre spezifische
Fluoreszenz (FL1, FL2, FL3, FL4) mittels Detektoren nachgewiesen werden. Oberflächenmoleküle,
intrazelluläre Proteine, Peptide oder DNA sind u. a. somit bestimmbar. Die Auswertung der Daten
erfolgt z. B. als Ein-Parameter- (Histogramm) oder als Zwei-Parameter-Darstellung (Dotplot). Die
Fluoreszenzintensität der Einzelmessung zur Zellanzahl wird im Histogramm gezeigt. Durch den
Dotplot können Subpopulationen identifiziert und charakterisiert werden [185, 186].
Das in dieser Arbeit genutzte Durchflusszytometer BD FACSCalibur™ (facs, fluorescence acti-
vated cell sorting) ist mit zwei Lasern (luftgekühlter 15 mW Argon-Laser, 9 mW 635 nm Dioden-
Laser), FSC, SSC und drei Fluoreszenzparameter (FL1, FL2, FL3) ausgestattet [185].
Mithilfe dieses Verfahrens sollten einerseits nach HCMV-Infektion der Caco-2 und der Ko-
Kultur durch spezifische Primärantikörper sowie Fluoreszenzfarbstoff-markierte spezifische Sekun-
därantikörper virale Proteine und andererseits Apoptose/Nekrose-Effekte vergleichend quantifiziert
werden.
5.5.1 Detektion viraler Proteine
Gemäß dem Protokoll von Wiebusch und Hagemeier (2014) [187] erfolgte modifiziert die Quan-
tifizierung der sehr frühen viralen Proteine IE1/IE2 sowie des späten viralen Proteins pp28. Dazu
inkubierten 2,6 x 105 Caco-2 sowie 5 x 105 HELF Fi301 pro well, infiziert, wie unter 5.1.5 beschrie-
ben, 7 d in 4 ml 2 % (v/v) FCS-EMEM in 6-well-Zellkulturplatten unter Mitnahme entsprechender
nichtinfizierter Zellen (mock) als Kontrollen. Anschließend wurden die trypsinierten Zellen sedi-
mentiert (200 x g, 3 min, RT) und in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Dem folgten zur Fixierung
der Zellen die dreimalige tropfenweise Zugabe von 1 ml Ethanol (99,5 %; -20 °C) bei deren Resus-
pendierung sowie die Inkubation für 20 min bei 4 °C. Nach dem einmaligen Waschen mit eiskaltem
PBS und der Inkubation für 5 min bei 4 °C mit 2 ml 1 % (w/v) BSA, verdünnt in PBS, wurden die
Zellen nach der Sedimentation (200 x g, 3 min, RT) mit 150 µl des spezifischen Primärantikörpers für
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1 h bei RT lichtgeschützt inkubiert sowie regelmäßig zur besseren Antikörperbindung resuspendiert.
Dem einmaligen Waschen der Zellen mit 2 ml 1 % (w/v) BSA, verdünnt in PBS, folgte die Inkuba-
tion mit dem Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörper Alexa Fluor® 488-conjugated
AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) (s. 4.5) für 1 h bei RT lichtgeschützt. Die Zellen wurden
nach dem entsprechenden Waschschritt in 150 µl PBS aufgenommen und am BD FACSCalibur™,
Software BD CellQuest™, analysiert. Die Emission des Fluorochroms konnte mittels FL-1 bei einer
Wellenlänge von 519 nm detektiert werden (s. Tab. 5.4). Die Exzitation erfolgte mit Laserlicht der
Wellenlänge 488 nm. Je Probenansatz kamen durchflusszytometrisch 1 x 105 Zellen (als 100 %
definiert) zur Analyse. Durch die Software FlowJo™ erfolgte nach Diskriminierung des Zelldebris
die Auswertung als Event und in Prozent. Für die Darstellung der statistischen Daten, prozentual
im Balkendiagramm, kam die Software GraphPad Prism® zur Anwendung.
Für die durchflusszytometrische Analyse eines inhibitorischen Einflusses der Proteasominhibi-
toren auf die Replikation von HCMV bei den Caco-2 anhand des Nachweises des späten Tegument-
proteins pp28 wurden die Zellen, wie oben bereits erwähnt, ausgesät und infiziert. Anschließend
erfolgte deren Behandlung mit 5,51 nM (EC75) Bortezomib sowie 157 nM (EC75) (S)-MG132 und
(R)-MG132 für 7 d. Die EC75-Konzentration von (R)-MG132 entsprach derer von (S)-MG132. Die
Inkubation der Zellen mit dem entsprechenden Antikörper, Messung, Auswertung der Daten sowie
Darstellung der Ergebnisse entsprach dem Vorgenannten.
Für die optimale Präsentation der pp28-Expression wurde der Endpunkt der y-Achse der Gra-
phen statt 100 % entsprechend dem jeweils höchsten Wert festgelegt.
Tab. 5.4 Einstellungen des BD FACSCalibur™ für die Detektion der viralen Proteine IE1/IE2 und pp28
Detektor Spannung Verstärkung Modus Filterwellenlänge [nm]
FSC E-1 5,41 Lin -
SSC 358 1,00 Lin -
FL1 474 1,00 Log 530 / 30
FSC (forward scatter): Zellgröße, SSC (sideward scatter): Zellgranularität, Lin: linear, Log: logarithmisch [185].
5.5.2 Analyse der Apoptose
Entsprechend dem Protokoll des FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI erfolgte nach
Herstellerangaben die Zellanfärbung für die Identifizierung apoptotischer und nekrotischer Zellen.
Annexin V ist ein Mitglied der Annexin-Familie von intrazellulären Proteinen, die an Calcium-
abhängiges Phosphatidylserin binden. Frühzeitig im Apoptose-Prozess transloziert Phosphatidyl-
serin infolge des Verlustes der Membranasymmetrie von der Innenseite der Plasmamembran zur
Außenseite. Nach Bindung von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiertem Annexin V können
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somit durchflusszytometrisch apoptotische Zellen identifiziert werden. Bei spätapoptotischen und
nekrotischen Zellen bindet Annexin V an der Membraninnenseite, wodurch nicht zwischen apopto-
tischen sowie spätapoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden kann. Dagegen
passiert Propidiumiodid (PI) die perforierte Zellmembran und interkaliert in dsDNA apoptotischer
Zellen des letzten Stadiums und nekrotischer Zellen.
Die Aussaat und Infektion der Caco-2-Mono- und Ko-Kulturen (s. 5.1.9) erfolgte wie unter
5.5.1 beschrieben. Vor der Behandlung wurden die Zellen in 2 % (v/v) FCS-EMEM für jeweils
0 d; 5,0 d; 6,0 d; 6,5 d sowie 6,0 d und 20 h kultiviert. Die Inkubationszeiten der nichtinfizierten
und infizierten Mono- und Ko-Kulturen mit erneuertem Medium sowie den Proteasominhibitoren
und den Lösungsmitteln (Kontrollen), verdünnt in 2 % (v/v) FCS-EMEM, sind der Tabelle 5.5
zu entnehmen. Als proapoptotische/nekrotische Kontrolle diente die Inkubation nichtinfizierter
Tab. 5.5 Definierte Behandlungszeiträume von Caco-2-Mono-Kulturen und Ko-Kulturen mit Bortezomib und
(S)-MG132 verschiedener Konzentrationen
Zeit Behandlung
Bortezomib [nM] (S)-MG132 [nM] Lösungsmittel
7 d 2,77 (EC35), 4,01 (EC50), 5,51 (EC75), 101 (EC50), 157 (EC75), 242 (EC90) DMSO, Ethanol
24 h, 48 h 2,77 (EC35), 4,01 (EC50), 5,51 (EC75), 101 (EC50), 157 (EC75), 242 (EC90)
12 h, 24 h 2,77 (EC35), 4,01 (EC50), 5,51 (EC75), 101 (EC50), 157 (EC75), 242 (EC90) DMSO
6,11 (EC90), 4,01 (EC50), 5,51 (EC75),
4 h 5,51 (EC75), 4,01 (EC50), 5,51 (EC75), 157 (EC75), 157 (EC75), 242 (EC90)
7 da 2,77 (EC35), 4,01 (EC50), 5,51 (EC75), 101 (EC50), 157 (EC75), 242 (EC90) DMSO
a Ko-Kultur
Caco-2 mit Staurosporin (0,5 nM für 14 h und 24 h; 1,0 nM für 16 h). Die Tabelle 5.6 zeigt die
Einstellung des Durchflusszytometers für die FITC-Annexin V/Propidiumiodid-Zellanalyse. Die
Emissionen der Fluorochrome konnten mittels FL-1 und FL-3 bei einer Wellenlänge von 525 nm
und 620 nm detektiert werden. Mit Laserlicht der Wellenlänge 488 nm erfolgte die Exzitation.
Durchflusszytometrisch kamen je Probenansatz 1 x 105 Zellen (als 100 % definiert) zur Analyse,
die durch die Software FlowJo™ als Event und in Prozent, nach Diskriminierung von Dubletten
und Zelldebris sowie nach Kompensation, ausgewertet wurden. Die statistischen Daten sind unter
Anwendung der Software GraphPad Prism® im Balkendiagramm prozentual gezeigt. Definiert
sind in dieser Arbeit Annexin V+/PI−-Zellen als frühapoptotische Zellen, Annexin V+/PI+- und
Annexin V−/PI+-Zellen als spätapoptotische/nekrotische Zellen sowie Annexin V−/PI−-Zellen als
vitale Zellen. Für den Endpunkt der Y-Achse der Graphen (Annexin V+/PI−, Annexin V+/PI+ und




Tab. 5.6 Einstellungen des BD FACSCalibur™ für die Detektion der FITC-Annexin V/Propidiumiodid-
Zellanalyse
Detektor Spannung Verstärkung Modus Filterwellenlänge [nm]
FSC E1 5,41 Lin -
SSC 350 1,00 Lin -
FL1 474 1,00 Log 530 / 30
FL3 350 1,00 Log 650 LP
FSC (forward scatter): Zellgröße, SSC (sideward scatter): Zellgranularität, Lin: linear, Log: logarithmisch [185].
5.6 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse der Proliferationsanalysen, Zytotoxizitäts- und Plaquereduktionsassays, der durch-
flusszytometrischen Infektions- und Apoptose/Nekrose-Analysen sowie der Apoptose-Assays Cell
Death Detection ELISAPlus und JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit bzw. der Kon-
zentrationsbestimmungen von dsDNA wurden als Einzelwert angegeben oder gemittelt und als Mit-
telwert ± Standardabweichung dargestellt. Die statistische Überprüfung erfolgte durch den ungepaar-
ten, zweiseitigen t-Test nach Student. Für die Berechnung wurden die Softwares GraphPad Prism®
V 7.00 sowie Microsoft® Excel 2010 genutzt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 gilt als
statistisch signifikant. In den grafischen Darstellungen wurde die Signifikanz mit ∗, #, § für p < 0,05
(signifikant), ∗∗, ##, $$ für p < 0,01 (sehr signifikant), $$$ für p < 0,001 (höchst signifikant) und




6.1 Nachweis der Permissivität der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 für das
GCV-resistente klinische HCMV-Isolat
Um zunächst zu klären, ob die Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 permissiv für das GCV-resistente
klinische HCMV-Isolat ist, erfolgte diesbezüglich der Nachweis der Expression viraler Proteine
sowohl qualitativ durch die indirekte Immunfluoreszenz als auch quantitativ mithilfe der Durch-
flusszytometrie. Bei den Experimenten dienten HELF Fi301 als Referenzzelllinie.
Für die indirekte Immunfluoreszenz wurden nichtinfizierte und infizierte Caco-2- sowie
HELF Fi301-Deckglas-Kulturen nach 7-tägiger Kultivierung in Gegenwart von 2 % (v/v) FCS-
EMEM (serumarmes Medium) fixiert und mit den spezifischen Primärantikörpern gegen die viralen
Proteine IE1 (immediate early), processivity factor pUL44 (early) und Tegumentprotein pp28 (late)
sowie mit dem Fluorochrom Anti-Maus/Cy5 als Sekundärantikörper inkubiert. Durch die Fluores-
zenzmikroskopie erfolgte der Nachweis der Fluoreszenz (s. 5.4.1). In der Abbildung 6.1 A sind die
viralen Proteine IE1 (s. Abb. 6.1 A; B, C) als auch pUL44 (s. Abb. 6.1 A; E, F), wie erwartet, im
Zellkern der Caco-2 ersichtlich sowie pp28 (s. Abb. 6.1 A; H, I), welches auf das zytoplasmatische
Kompartiment in Nachbarschaft zum Zellkern beschränkt ist. Gleiches ist für HELF Fi301 veran-
schaulicht (s. Abb. 6.1 A; K, L; N, O; Q, R). Die jeweiligen nichtinfizierten Zellen sind im Anhang,
Abbildung 9.4, zu ersehen.
Die durchflusszytometrische Quantifizierung viraler Proteine erfolgte bei den Zelllinien nach
der oben erwähnten Kultivierungszeit. Im Anschluss inkubierten die fixierten Zellen mit den
spezifischen Primärantikörpern gegen IE1/IE2 und pp28 sowie mit dem Fluorochrom Anti-Maus/
Alexa Fluor 488 als Sekundärantikörper (s. 5.5.1). Der Nachweis IE1/IE2-positiver Caco-2 diente
dem indirekten Vergleich mit dem Ergebnis des Plaquereduktionsassays im Rahmen der EC50-
Bestimmung von Proteasomeninhibitoren (s. Anhang, Abb. 9.2). Die Datenanalyse ergab eine
signifikante hohe Infektionsrate mittels Expressionsrate von IE1/IE2 bei den infizierten Caco-2
gegenüber derjenigen der nichtinfizierten Zellen (s. Abb. 6.1 B). Zudem ließ sich eine signifikante
gering höhere Infektionsrate mittels Expressionsrate von pp28 bei den infizierten Caco-2, jeweils
verglichen, nachweisen (s. Abb. 6.1 C). Die infizierten HELF Fi301 zeigten erwartungsgemäß eine
hohe Expressionsrate von IE1/IE2, die Expressionsrate von pp28 war hingegen leicht erhöht, im
Vergleich zu derjenigen der entsprechenden nichtinfizierten Zellen (s. Abb. 6.1 B, C).
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Experimente den Nachweis der Permissivität der






















































































Abb. 6.1 Qualitativer und quantitativer Nachweis der HCMV-Infektion bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
mittels Detektion viraler Proteine
A Nichtinfizierte (mock) und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 bzw. 1 infizierte
Caco-2- sowie HELF Fi301-Deckglas-Kulturen wurden nach 7-tägiger Kultivierung mit 2 % (v/v) FCS-EMEM fixiert
und permeabilisiert. Anschließend erfolgte die indirekte Immunfluoreszenz unter Verwendung von Primärantikörpern
gegen die viralen Proteine IE1, pUL44 sowie pp28. Als Sekundärantikörper diente das Fluorochrom Anti-Maus/Cy5.
Durch das DNA-anlagernde Fluorochrom DAPI konnten die Zellkerne gefärbt werden. C, F, I, L, O und R stellen
die entsprechenden Überlagerungen der DAPI- und Cy5-Fluoreszenzen nach Fluoreszenzmikroskopie dar. mock s.
Anhang, Abbildung 9.4. Der Größenstandard entspricht 50 µm. Die Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten
sind repräsentiert. B Nach 7 d p. i. vorgenannter Caco-2 und HELF Fi301 erfolgte die Inkubation der fixierten Zellen
mit dem Primärantikörper Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus, Clones CCH2 + DDG9, gegen IE1/IE2 sowie
mit dem Fluorochrom Anti-Maus/Alexa Fluor 488 als Sekundärantikörper. C entspricht B. Als Primärantikörper kam
CMV pp28 (5C3) gegen pp28 zur Anwendung. Die viralen Proteine wurden durchflusszytometrisch mithilfe des BD
FACSCalibur™ quantifiziert. In B und C repräsentieren die Ergebnisse den Mittelwert ± Standardabweichung von drei
unabhängigen Experimenten. ∗, ∗∗, ∗∗∗∗ Infektion vs. mock. ∗ p < 0,05; ∗∗ p < 0,01; ∗∗∗∗ p < 0,0001.
6.2 Einfluss von Bortezomib auf die Replikation des GCV-resistenten
klinischen HCMV-Isolats bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Um zu überprüfen, ob die Hemmung des Proteasoms durch Bortezomib einen antiviralen Effekt
bei den HCMV-infizierten Caco-2 induziert, wurde der Plaquereduktionsassay durchgeführt sowie
der Selektivitätsindex (SI), als relatives Maß für die Spanne zwischen zytotoxischer und antiviraler
Wirkung, bestimmt [188]. (S)-MG132 fungierte bei den Experimenten als Kontrolle.
Die Ermittlung der 50%igen effektiven Konzentration (EC50) von Proteasominhibitoren erfolgte
durch den oben erwähnten Assay. Die Zellen wurden dazu nach 7 d p. i. für eine immunzyto-
chemische Färbung gegen die viralen Proteine IE1/IE2 fixiert. Als Sekundärantikörper kam ein
Anti-Maus-IgG/HRP-Konjugat zur Anwendung (s. 5.1.6). Zum Ausschluss der Hemmung der
Virusreplikation infolge einer Schädigung der Wirtszelle diente die Bestimmung der 50%igen zyto-
toxischen Konzentration (CC50) von Proteasominhibitoren mithilfe des XTT-Assays (s. 5.1.7). Die
EC50- sowie CC50-Konzentrationen konnten anhand der jeweiligen Einzelkurven grafisch ermittelt
werden (s. Anhang, Abb. 9.2, 9.3). Der SI errechnet sich aus der Ratio von CC50 zu EC50 [188].
Tab. 6.1 Antivirale Aktivität von Proteasominhibitoren gegen das GCV-resistente klinische HCMV-Isolat bei
der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Proteasominhibitor EC50 [nM]a CC50 [nM]b SIc
Plaquereduktion Zellproliferation
Bortezomib 004,01 ± 0,45 01,26 ± 0,18 0,31
(S)-MG132 101,33 ± 4,16 98,25 ± 6,72 0,97
a Die EC50 (50%ige effektive Konzentration) wurde unter Nutzung des Plaquereduktionsassays (AEC Staining Kit) be-
stimmt. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.
b Die CC50 (50%ige zytotoxische Konzentration) konnte unter Verwendung des Cell Proliferation Kit II (XTT) ermittelt
werden. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten.
c SI (Selektivitätsindex) = CC50/EC50.
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Aus der Abbildung 9.2 (A, B) bzw. der Tabelle 6.1 ist ersichtlich, dass Bortezomib sehr stark
effektiver (ungefähr 25 Mal) gegenüber (S)-MG132 war, um eine 50%ige Hemmung der Virus-
replikation zu erreichen. Zudem wurde für Bortezomib ein Wert für die CC50 analysiert, welcher
stark vermindert war (um rund 2/3), verglichen mit dem Wert für die EC50. Für (S)-MG132 konn-
ten annähernd identische Werte für die CC50 und EC50 ermittelt werden. Bei den Experimenten
zur Bestimmung der EC50-Konzentration wurde für Bortezomib beobachtet, dass der Monolayer
bei einer Konzentration von 3,0–4,0 nM gering und ab ungefähr 5,0 nM leicht destruiert war mit
entsprechend avitalen Zellen im Zellkulturüberstand. Gleiches ergab sich für (S)-MG132 bei den
Konzentrationen 120–140 nM sowie 240 nM.
Zusammenfassend konnte aufgrund dieser Ergebnisse vermutet werden, dass der inhibitorische
Einfluss von Bortezomib auf die HCMV-Replikation bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 auf
zytotoxische Nebeneffekte zurückzuführen war.
6.3 Zeitabhängiger Vergleich von Apoptose/Nekrose-Effekten bei der
Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 unter Einfluss des GCV-resistenten
klinischen HCMV-Isolats und/oder Bortezomib
Um genauere Aussagen zum zeitabhängigen Einfluss von HCMV und Bortezomib (separat und
in Kombination) auf das Apoptose/Nekrose-Verhalten bei den Caco-2 treffen zu können, wurden
folgende Experimente zur Überprüfung durchgeführt. Bei den Untersuchungen diente (S)-MG132
als Kontrolle.
6.3.1 Einfluss von HCMV und/oder Bortezomib bei längerer Gegenwart auf die
Apoptose/Nekrose bei den Caco-2
Im Anschluss an die 7-tägige Anwesenheit von serumarmen Medium und Bortezomib bei den
nichtinfizierten und HCMV-infizierten Caco-2 erfolgte anhand der Durchflusszytometrie, des JC-1
Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit und des Cell Death Detection ELISAPlus die verglei-
chende Überprüfung von Apoptose/Nekrose-Effekten.
6.3.1.1 Vergleich von Apoptose/Nekrose-Effekten mittels Durchflusszytometrie
Bei den unter 6.3.1 erwähnten Caco-2 wurden nach der entsprechenden Behandlungszeit mit serum-
armen Medium (Kontrollen), den aufsteigenden EC-Konzentrationen der Proteasominhibitoren so-
wie den Lösungsmitteln DMSO und Ethanol (Kontrollen) durchflusszytometrisch Annexin V+/PI−-
(frühapoptotische Zellen), Annexin V+/PI+- und Annexin V−/PI+- (spätapoptotische/nekrotische
Zellen) sowie Annexin V−/PI−-Zellen (vitale Zellen) detektiert (s. 5.5.2).
Die Datenanalyse ergab, dass die Lösungsmittel teilweise bei beiden Zellgruppen gering bis
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leicht höhere Annexin V+/PI−-, Annexin V+/PI+- und Annexin V−/PI+-Zellraten sowie dement-
sprechend verminderte Raten Annexin V−/PI−-Zellen bewirkten, verglichen mit denjenigen der
jeweiligen Medium-Kontrolle (s. Abb. 6.2 A, B, C).
HCMV verminderte anscheinend bei den Caco-2, in Gegenwart von serumarmen Medium,
gering die Annexin V+/PI−-Zellrate gegenüber derjenigen der nichtinfizierten Medium-Kontrolle
(s. Abb. 6.2 A, links). Verglichen mit der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle, induzierte Bortezo-
mib bei den nichtinfizierten Caco-2 gering verminderte Effekte. Bei den infizierten Zellen führte
die höhere EC-Konzentration (4,01 nM (EC50)) zu einem geringfügig höheren Effekt, bei 2,77 nM
(EC35) war dieser eher ebenso vermindert. (S)-MG132 zeigte dagegen bei den nichtinfizierten
Caco-2 lediglich mit höherer EC-Konzentration (157 nM (EC75)) einen gering verminderten Effekt,
bei den infizierten Zellen war kein Unterschied erkennbar (s. Abb. 6.2 A, rechts).
Serumarmes Medium führte bei den nichtinfizierten Zellen zu einer stark höheren An-
nexin V+/PI+- und Annexin V−/PI+-Zellrate im Vergleich zu der Annexin V+/PI−-Zellrate
(s. Abb. 6.2 B, A; links). Für HCMV war kein Unterschied gegenüber der nichtinfizierten Medium-
Kontrolle beobachtbar (s. Abb. 6.2 B, links). Bortezomib induzierte mit Konzentrationsanstieg, ver-
glichen mit der entsprechenden Lösungsmittel-Kontrolle, bei den nichtinfizierten Caco-2 gering
höhere Effekte, bei den infizierten Zellen waren diese minimaler. (S)-MG132 zeigte bei beiden Zell-
gruppen insbesondere mit der niedrigeren EC-Konzentration (101 nM (EC50)), jeweils vergleichend,
gering höhere Effekte (s. Abb. 6.2 B, rechts).
Die Annexin V−/PI−-Zellraten resultierten aus den zuvor beschriebenen Ergebnissen. Für
HCMV ließ sich ein marginaler Unterschied gegenüber der nichtinfizierten Medium-Kontrolle
erkennen (s. Abb. 6.2 C, links). Im Vergleich zu der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle induzierte
Bortezomib mit der höheren EC-Konzentration bei beiden Zellgruppen leicht verminderte Effekte,
(S)-MG132 hingegen mit der niedrigeren EC-Konzentration (s. Abb. 6.2 C, rechts).
Zusammenfassend legten die Untersuchungen nahe, dass die 7-tägige serumarme Medium-Be-
handlung bei der nichtinfizierten Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 einen wesentlichen prospätapopto-
tischen/pronekrotischen Effekt induzierte. HCMV wirkte hingegen geringfügig antifrühapoptotisch.
Bortezomib zeigte bei den nichtinfizierten Caco-2 einen geringen antifrühapoptotischen sowie
gleichermaßen konzentrationsabhängigen prospätapoptotischen/pronekrotischen Effekt. Demge-
genüber war bei den infizierten Zellen der Einfluss marginal profrühapoptotisch sowie verminderter
prospätapoptotisch/pronekrotisch. (S)-MG132 führte lediglich mit höherer Konzentration bei den
nichtinfizierten Caco-2 zu einem geringen antifrühapoptotischen Effekt sowie mit niedrigerer Kon-







































































































































































































































































Abb. 6.2 Apoptose/Nekrose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei längerer Anwesenheit von
serumarmen Medium und Bortezomib detektiert mittels Durchflusszytometrie
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Caco-2 wurden
nach 7-tägiger Inkubation mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (2,77 nM (EC35); 4,01 nM (EC50)), (S)-MG132
(101 nM (EC50), 157 nM (EC75)) sowie den Lösungsmitteln DMSO und Ethanol unter Nutzung des FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit with PI durchflusszytometrisch mittels BD FACSCalibur™ analysiert. Dargestellt sind in A
Annexin V+/PI−-, in B Annexin V+/PI+-, Annexin V−/PI+- und in C Annexin V−/PI−-Zellen [%], links nach Inku-
bation der Caco-2 mit Medium und rechts mit den Proteasominhibitoren sowie Lösungsmitteln. Die DMSO- bzw.
Ethanol-Konzentrationen entsprachen 4,01 nM Bortezomib und 157 nM (S)-MG132. Nichtinfizierte Apoptose/Nekrose-
Kontrolle: 0,5 nM Staurosporin für 14 h. In den linken Graphen zeigt die durchgezogene Linie die Höhe der Werte
der nichtinfizierten Medium-Kontrolle. In den rechten Graphen stellt die durchgezogene Linie die Höhe der Werte der
nichtinfizierten und die durchbrochene Linie die der infizierten Lösungsmittel-Kontrolle dar. PI = Propidiumiodid. Die
Ergebnisse von einem Experiment sind repräsentiert.
6.3.1.2 Vergleich von Apoptose-Effekten mittels JC-1 Mitochondrial Membrane Potential
Assay Kit
Zum Nachweis der Veränderung des ∆ΨM, als eines der sehr frühen Ereignisse im Prozess der Zell-
apoptose, diente der vorgenannte Assay mit Bildung der Ratio von J-Monomeren zu J-Aggregaten
nichtinfizierter und infizierter Caco-2 nach 7-tägiger Behandlung mit serumarmen Medium (Kon-
trollen), den aufsteigenden höheren EC-Konzentrationen gegenüber der Durchflusszytometrie sowie
den Lösungsmitteln DMSO und Ethanol (Kontrollen) (s. 5.1.8).
Aus der Datenauswertung war ersichtlich, dass die Inkubation infizierter Caco-2 mit dem
Lösungsmittel DMSO zu einem gering höheren Effekt im Vergleich zu der jeweiligen Medium-
Kontrolle führte (s. Abb. 6.3 A, B). HCMV zeigte bei den Caco-2, unter serumarmer Medium-







































































Abb. 6.3 Sehr frühe Apoptose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei längerer Anwesenheit
von serumarmen Medium und Bortezomib detektiert mittels JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay
Kit
Nach 7-tägiger Inkubation nichtinfizierter und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von
30 infizierter Caco-2 mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)), (S)-MG132 (101 nM
(EC50), 157 nM (EC75)) sowie den Lösungsmitteln DMSO und Ethanol wurden die Fluoreszenzen und die jeweilige
Ratio (J-Monomere / J-Aggregate), grafisch in A sowie B ersichtlich, nach Durchführung des vorgenannten Assays
am Mikroplattenleser Mithras LB 940 detektiert. Die DMSO- bzw. Ethanol-Konzentrationen entsprachen 5,51 nM
Bortezomib sowie 157 nM (S)-MG132. In A zeigt die durchgezogene Linie die Höhe der Werte der nichtinfizierten
Medium-Kontrolle. In B stellt die durchgezogene Linie die Höhe der Werte der nichtinfizierten und die durchbrochene
Linie die der infizierten Lösungsmittel-Kontrolle dar. Die Ergebnisse von einem Experiment sind repräsentiert.
(s. Abb. 6.3 A). Desgleichen lag dieser Trend bei Anwesenheit von Bortezomib konzentrationsun-
abhängig bei den nichtinfizierten sowie konzentrationsabhängig bei den infizierten Caco-2 im
Vergleich zu der entsprechenden Lösungsmittel-Kontrolle vor. Für (S)-MG132 ließ sich hingegen
jeweils bei beiden Zellgruppen kein Unterschied gegenüber der entsprechenden Lösungsmittel-
Kontrolle nachweisen (s. Abb. 6.3 B).
Zusammenfassend konnte aus den Ergebnissen vermutet werden, dass HCMV bei der Ko-
lonkarzinomzelllinie Caco-2, nach 7-tägiger serumarmer Medium-Behandlung, einen mittleren
inhibitorischen Effekt auf sehr frühe Ereignisse im Apoptose-Prozess induzierte. Bortezomib zeigte
konzentrationsunabhängig bei den nichtinfizierten sowie konzentrationsabhängig bei den infizierten
Caco-2 ebensolche antiapoptotischen Effekte. (S)-MG132 war unwirksam.
6.3.1.3 Vergleich von Apoptose-Effekten mittels Cell Death Detection ELISAPlus
Durch den oben erwähnten ELISA konnten Histon-assoziierte DNA-Fragmente der zytoplasmati-
schen Fraktion von Zelllysaten, die das Ausmaß der Apoptose umfassen, bei den wie unter 6.3.1.2
beschriebenen Caco-2 detektiert werden (s. 5.4.2).
Die Auswertung der Daten zeigte, dass das Lösungsmittel DMSO bei den infizierten Caco-2
zu einem marginal höheren Effekt im Vergleich zu der entsprechenden Medium-Kontrolle führte
(s. Abb. 6.4 A, B). HCMV induzierte bei den Caco-2, unter serumarmer Medium-Behandlung, einen
leicht verminderten Effekt gegenüber der nichtinfizierten Medium-Kontrolle (s. Abb. 6.4 A). Für
Bortezomib war dieser Trend bei den nichtinfizierten sowie infizierten Caco-2, im Vergleich zu
der entsprechenden Lösungsmittel-Kontrolle, ebenso erkenntlich. (S)-MG132 bewirkte bei den
nichtinfizierten Caco-2 lediglich mit der niedrigeren EC-Konzentration (101 nM (EC50)) einen
gering verminderten Effekt gegenüber der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle. Bei den infizierten
Zellen zeigte hingegen die höhere EC-Konzentration (157 nM (EC75)), verglichen mit der infizierten






































































Absorption [A405 nm - A492 nm] (Histon-assoziierte DNA-Fragmente)
A B
Abb. 6.4 Apoptose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei längerer Anwesenheit von serum-
armen Medium und Bortezomib detektiert mittels Cell Death Detection ELISAPlus
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Caco-2 wurden
mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)), (S)-MG132 (101 nM (EC50), 157 nM
(EC75)) sowie den Lösungsmitteln DMSO und Ethanol für 7 d inkubiert. Unter Verwendung des vorgenannten ELISA
konnten am Mikroplattenleser Sunrise™ die Absorptionen, grafisch in A und B dargestellt, spektrophotometrisch
detektiert werden. Diese sind proportional zu den Histon-assoziierten DNA-Fragmenten. Die DMSO- bzw. Ethanol-
Konzentrationen entsprachen 5,51 nM Bortezomib sowie 157 nM (S)-MG132. In A zeigt die durchgezogene Linie die
Höhe der Werte der nichtinfizierten Medium-Kontrolle. In B stellt die durchgezogene Linie die Höhe der Werte der
nichtinfizierten und die durchbrochene Linie die der infizierten Lösungsmittel-Kontrolle dar. Die Positiv-Kontrolle war
der Firmen-Positiv-Kontrolle entsprechend. Die Ergebnisse von einem Experiment sind repräsentiert.
Zusammenfassend konnte möglicherweise angenommen werden, dass HCMV einen leichten anti-
apoptotischen Effekt bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2, nach 7-tägiger serumarmer Medium-
Behandlung, zeigte. Bortezomib wirkte sowohl bei den nichtinfizierten als auch bei den infizierten
Caco-2 gleichermaßen antiapoptotisch. (S)-MG132 führte bei den nichtinfizierten Zellen lediglich
mit niedrigerer Konzentration zu einem geringen antiapoptotischen Einfluss, bei den infizierten
Zellen war dessen Einfluss mit Konzentrationsanstieg leicht proapoptotisch.
6.3.2 Einfluss von HCMV und/oder Bortezomib bei kürzerer Gegenwart auf die
Apoptose/Nekrose bei den Caco-2
In Bezug zu den Apoptose/Nekrose-Effekten bei 7-tägiger Anwesenheit von serumarmen Medium
und Bortezomib bei den nichtinfizierten und HCMV-infizierten Caco-2 erfolgte nach der 12-, 24-
sowie 4-stündigen Zellbehandlung die vergleichende Überprüfung von Apoptose/Nekrose-Effekte
mithilfe der Durchflusszytometrie, des JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit, des Cell
Death Detection ELISAPlus und des PicoGreen®-Assays.
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6.3.2.1 Vergleich von Apoptose/Nekrose-Effekten mittels Durchflusszytometrie
Im Anschluss an die 6,0- und 6,5-tägige Inkubation nichtinfizierter und infizierter Caco-2 mit serum-
armen Medium und der erneuten Behandlung mit Medium (Kontrollen) sowie den ansteigenden
EC-Konzentrationen der Proteasominhibitoren und deren Lösungsmittel DMSO für 12 h und 24 h er-
folgte die durchflusszytometrische Detektion apoptotischer/nekrotischer und vitaler Zellen (s. 5.5.2).
Für die Ergebnisinterpretation wurde das Proliferationsverhalten nichtinfizierter Caco-2 durch den
Trypanblau-Ausschlusstest nach dem ersten Inkubationszeitraum mit serumarmen Medium unter-
sucht (s. 5.1.3). Bezüglich der Zellzahlen zwischen der 6,0- und 6,5-tägigen Medium-Behandlung
konnte beim zweiten Experiment ein größerer Unterschied (um 0,29 x 106) gegenüber demjenigen
(um 0,13 x 106) des ersten Experimentes analysiert werden (s. Abb. 6.5 A). Beim Vergleich der








































Abb. 6.5 Zeitabhängiges Proliferationsverhalten nichtinfizierter Caco-2
A zeigt die Zellzahl [x 106] und B die Vitalität [%] nichtinfizierter Caco-2 nach der 6,0- sowie 6,5-tägigen Inkubation
mit 2 % (v/v) FCS-EMEM. Durch den Trypanblau-Ausschlusstest erfolgte die Bestimmung vitaler und avitaler Zellen.
Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von einem Experiment aus drei Parallelansätzen.
Separat dargestellt sind die Ergebnisse von zwei Experimenten.
Zusammenfassend zeigten die Daten ein unterschiedliches Proliferationsverhalten der Caco-2 zwi-
schen der 6,0- und 6,5-tägigen Inkubation mit 2 % (v/v) FCS-EMEM bei 100%iger Konfluenz.
Zudem war die Zellvitalität lediglich leicht vermindert gegenüber derjenigen, welche bei 5,0-tägiger
Gegenwart von 10 % (v/v) FCS-EMEM nachgewiesen werden konnte (s. Anhang, Abb. 9.1 A).
Die durchflusszytometrische Datenanalyse ergab, dass DMSO bezüglich der Annexin V+/PI+-
und Annexin V−/PI+-Zellrate leicht höhere Effekte nach 12 h bei beiden Zellgruppen, verglichen mit
derjenigen der entsprechenden Medium-Kontrolle, induzierte, nach 24 h waren diese lediglich für die
niedrigere Konzentration (6,11 nM Bortezomib (EC90)) bei den infizierten Caco-2 erkennbar. Die
Höhe der Annexin V−/PI−-Zellrate verminderte sich dementsprechend. Hinsichtlich der Annexin
V+/PI−-Zellrate zeigte HCMV bei den Caco-2, unter serumarmer Medium-Behandlung, nach 12 h
keinen Unterschied gegenüber derjenigen der nichtinfizierten Medium-Kontrolle, nach 24 h war
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dieser gering. Die Rate war dabei im zeitlichen Verlauf marginal vermindert. Für Bortezomib
ließen sich nach 12 h bei beiden Zellgruppen konzentrationsunabhängige geringfügige Unterschie-
de gegenüber der entsprechenden Medium-Kontrolle nachweisen. (S)-MG132 tendierte jedoch
mit Konzentrationsanstieg zu gering verminderten Effekten. Verglichen mit der entsprechenden
Medium-Kontrolle war nach 24 h bei den nichtinfizierten Caco-2 ein gegenteiliger Trend erkenn-
bar, für Bortezomib sehr gering. Bei den infizierten Zellen induzierten hingegen beide Inhibitoren
konzentrationsunabhängige Effekte, Bortezomib mit den höheren EC-Konzentrationen (5,51 nM
(EC75); 6,11 nM (EC90)) (s. Abb. 6.6 A).
Im Vergleich zu der Annexin V+/PI−-Zellrate führte serumarmes Medium bei den nichtinfi-
zierten Caco-2 nach 12 h zu einer leicht höheren Annexin V+/PI+- und Annexin V−/PI+-Zellrate,
nach 24 h war dieser Effekt auffälliger (s. Abb. 6.6 A, B). HCMV zeigte zunächst einen gerin-
gen Unterschied gegenüber der Kontrolle, welcher nach 24 h nicht mehr erkennbar war. Die Höhe
der Rate blieb dabei unverändert. Für Bortezomib lagen bei beiden Zellgruppen nach 12 h kon-
zentrationsabhängige marginale Unterschiede gegenüber der jeweiligen DMSO-Kontrolle vor, für
(S)-MG132 war dies stärker. Nach 24 h zeigte Bortezomib konzentrationsunabhängige sehr geringe
Unterschiede vergleichend mit der entsprechenden DMSO-Kontrolle, (S)-MG132 jedoch konzentra-
tionsabhängige leicht höhere Effekte gegenüber der jeweiligen Medium-Kontrolle (s. Abb. 6.6 B).
Die obigen Ergebnisse zeigten die Raten Annexin V−/PI−-Zellen. HCMV führte im zeitlichen
Verlauf zu einem geringeren Unterschied im Vergleich zu der nichtinfizierten Medium-Kontrolle.
Die Rate vitaler Zellen war dabei sehr gering erhöht. Für die Inhibitoren waren zunächst bei beiden
Zellgruppen konzentrationsabhängige, signifikante gering höhere Effekte gegenüber der entspre-
chenden DMSO-Kontrolle zu verzeichnen. Nach 24 h induzierte Bortezomib ebensolche Effekte,
jedoch konzentrationsunabhängig. (S)-MG132 zeigte demgegenüber insgesamt konzentrationsab-
hängige leicht verminderte Effekte, verglichen mit der jeweiligen Medium-Kontrolle, signifikant
mit höchster EC-Konzentration (242 nM (EC90)) bei den nichtinfizierten Caco-2 (s. Abb. 6.6 C).
Die Untersuchungen stellten des Weiteren dar, dass zwischen den infizierten und nichtinfizierten
Caco-2 keine signifikanten Unterschiede nachweislich waren (s. Abb. 6.6 A, B, C).
Zusammenfassend konnte aus den Ergebnissen vermutet werden, dass die 24-stündige serumar-
me Medium-Behandlung gegenüber der 12-stündigen Behandlung bei der nichtinfizierten Kolonkar-
zinomzelllinie Caco-2 den leichten prospätapoptotischen/pronekrotischen Effekt gering erhöhte.
HCMV, nach 24 h marginal antifrühapoptotisch wirkend, schien den frühapoptotischen Einfluss
sowohl von Bortezomib als auch von (S)-MG132 gering zu hemmen. Im Vergleich zur Unwirksam-
keit von Bortezomib zeigte (S)-MG132 nach 24 h bei den nichtinfizierten wie bei den infizierten







































































































































































































































Annexin V+/PI+, Annexin V-/PI+
Annexin V-/PI-
D Nichtinfizierte Caco-2
Abb. 6.6 Apoptose/Nekrose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei kürzerer Anwesenheit
von serumarmen Medium und Bortezomib detektiert mittels Durchflusszytometrie
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Caco-2 wur-
den nach einer Inkubationszeit von 6,0 d und 6,5 d mit 2 % (v/v) FCS-EMEM erneut mit Medium sowie Bortezomib
(2,77 nM (EC35); 4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75); 6,11 nM (EC90)), (S)-MG132 (101 nM (EC50), 157 nM (EC75),
242 nM (EC90)) und dem Lösungsmittel DMSO für 12 h und 24 h inkubiert. Mittels FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit with PI sind nach durchflusszytometrischer Analyse unter Verwendung des BD FACSCalibur™ in A An-
nexin V+/PI−-, in B Annexin V+/PI+-, Annexin V−/PI+- und in C Annexin V−/PI−-Zellen [%] dargestellt. Die DMSO-
Konzentrationen entsprachen 6,11 nM Bortezomib sowie 242 nM (S)-MG132. In A, B und C zeigt die durchge-
zogene Linie die Höhe der Werte der nichtinfizierten und die durchbrochene Linie die der infizierten Medium-
Kontrolle. D Nichtinfizierte Apoptose/Nekrose-Kontrolle: 0,5 nM Staurosporin für 24 h. PI = Propidiumiodid. In A,
B und C repräsentieren die Ergebnisse den Mittelwert ± Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten.
∗ Proteasominhibitor-behandelte nichtinfizierte Caco-2 vs. nichtinfizierte Medium-Kontrolle. ∗ p < 0,05.
Vergleich von Apoptose/Nekrose-Effekten nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei 4-
stündiger Anwesenheit von serumarmen Medium und Bortezomib
Nach dem Inkubationszeitraum von 6 d und 20 h mit serumarmen Medium wurden nichtinfizierte
und infizierte Caco-2 erneut mit Medium sowie den Proteasominhibitoren (EC75) für 4 h inkubiert
und anschließend apoptotische/nekrotische sowie vitale Zellen durchflusszytometrisch analysiert
(s. 5.5.2). Die EC75-Konzentration kam zur Anwendung, da nach 12-stündiger Behandlung nichtin-
fizierter Caco-2 mit Bortezomib der höchste frühapoptotische Wert detektierbar war (s. Abb. 6.6 A).
Aus der Datenauswertung war ersichtlich, dass HCMV anscheinend bei den Caco-2, unter
serumarmer Medium-Behandlung, eine gering höhere Annexin V+/PI−-Zellrate vergleichend zu
derjenigen der nichtinfizierten Medium-Kontrolle induzierte. Für Bortezomib konnte ein gering
höherer Effekt bei den nichtinfizierten sowie gleichermaßen verminderter Effekt bei den infizierten
Zellen gegenüber der entsprechenden Medium-Kontrolle analysiert werden. (S)-MG132 zeigte
dagegen ausschließlich bei den infizierten Caco-2 einen ebenso verminderten Effekt (s. Abb. 6.7 A).
Die Annexin V+/PI+- und Annexin V−/PI+-Zellrate war bei den nichtinfizierten Caco-2 durch
serumarmes Medium im Vergleich zu der Annexin V+/PI−-Zellrate leicht erhöht (s. Abb. 6.7 B, A).
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HCMV schien einen gering höheren Effekt gegenüber der nichtinfizierten Medium-Kontrolle zu
induzieren. Bortezomib führte bei beiden Zellgruppen zu leicht verminderten Effekten, verglichen
mit der jeweiligen Kontrolle, (S)-MG132 lediglich bei den infizierten Caco-2 (s. Abb. 6.7 B).
Die zuvor beschriebenen Ergebnisse waren in den Raten der Annexin V−/PI−-Zellen zu finden.
HCMV verminderte diese gering in Bezug zu derjenigen der nichtinfizierten Caco-2. Gegenüber der
jeweiligen Kontrolle zeigten beide Proteasominhibitoren bei den nichtinfizierten Caco-2 lediglich








































































































































Abb. 6.7 Apoptose/Nekrose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei 4-stündiger Anwesenheit
von serumarmen Medium und Bortezomib detektiert mittels Durchflusszytometrie
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Caco-2 wurden
nach einem Inkubationszeitraum von 6,0 d und 20 h mit 2 % (v/v) FCS-EMEM für 4 h erneut mit Medium sowie
Bortezomib (5,51 nM (EC75)) und (S)-MG132 (157 nM (EC75)) inkubiert. Unter Verwendung des FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit with PI sind nach durchflusszytometrischer Analyse mittels BD FACSCalibur™ in A Annexin
V+/PI−-, in B Annexin V+/PI+-, Annexin V−/PI+- und in C Annexin V−/PI−-Zellen [%] grafisch gezeigt. Nichtinfizierte
Apoptose/Nekrose-Kontrolle: 0,5 nM Staurosporin für 24 h. Die durchgezogene Linie zeigt die Höhe der Werte der
nichtinfizierten und die durchbrochene Linie die der infizierten Medium-Kontrolle. PI = Propidiumiodid. Die Ergebnisse
von einem Experiment sind repräsentiert.
Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse, dass bei der nichtinfizierten Kolonkarzinomzelllinie
Caco-2 die 4-stündige serumarme Medium-Behandlung, ebenso wie die 12- und 24-stündige, einen
leichten prospätapoptotischen/pronekrotischen Effekt induzierte. HCMV zeigte einen geringen
profrühapoptotischen wie prospätapoptotischen/pronekrotischen Einfluss. Bortezomib wirkte ge-
genüber (S)-MG132 bei den nichtinfizierten Caco-2 gering profrühapoptotisch. Beide Proteasomin-
hibitoren induzierten bei den infizierten Zellen geringe antifrühapoptotische sowie insgesamt leichte
antispätapoptotische/antinekrotische Effekte. Eine HCMV-Abhängigkeit schien dabei möglich.
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6.3.2.2 Vergleich von Apoptose-Effekten mittels JC-1 Mitochondrial Membrane Potential
Assay Kit
Für den Nachweis der Veränderung des ∆ΨM erfolgte die Detektion der JC-1-Fluoreszenz-Ratio
(J-Monomere / J-Aggregate) unter Verwendung des vorgenannten Assays. Dazu wurden nichtin-
fizierte und infizierte Caco-2 nach der 6,0- und 6,5-tägigen Inkubation mit serumarmen Medium
erneut mit Medium (Kontrolle) sowie den aufsteigenden EC-Konzentrationen der Proteasominhibi-
toren für 12 h und 24 h behandelt. Die entsprechende JC-1-Fluoreszenz-Ratio war gegen diejenige
der nichtinfizierten Medium-Kontrolle normalisiert [%] (s. 5.1.8).
Die Datenanalyse ergab, dass HCMV sowohl bei der 12- als auch bei der 24-stündigen serumar-
men Medium-Behandlung der Caco-2 einen signifikanten mittleren verminderten Effekt induzierte,































































































JC-1-Fluoreszenz-Ratio (J-Monomere / J-Aggregate)
A B
Abb. 6.8 Sehr frühe Apoptose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei kürzerer Anwesenheit
von serumarmen Medium und Bortezomib detektiert mittels JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay
Kit
Nach 12- und 24-stündiger Behandlung nichtinfizierter und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit
einer MOI von 30 infizierter Caco-2 mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)) sowie
(S)-MG132 (157 nM (EC75)) wurden die Fluoreszenzen und die jeweilige Ratio (J-Monomere / J-Aggregate) nach
Durchführung des oben erwähnten Assays am Mikroplattenleser Mithras LB 940 detektiert. Die Zellen inkubierten
zuvor für 6,0 d und 6,5 d mit serumarmen Medium. A zeigt die JC-1-Fluoreszenz-Ratio [%] der Medium-behandelten
infizierten und B die der Proteasominhibitor-behandelten nichtinfizierten und infizierten Caco-2 normalisiert gegen
diejenige der nichtinfizierten Medium-Kontrolle (als 100 % definiert, durchgezogene Linie). Die Ergebnisse reprä-
sentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten. ∗, ∗∗ Medium-behandelte
infizierte sowie Proteasominhibitor-behandelte nichtinfizierte und infizierte Caco-2 vs. nichtinfizierte Medium-
Kontrolle, #, ## Proteasominhibitor-behandelte infizierte vs. Proteasominhibitor-behandelte nichtinfizierte Caco-2.
∗, # p < 0,05; ∗∗, ## p < 0,01.
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5,51 nM (EC75)) und (S)-MG132 (157 nM (EC75)) zeigten bei den infizierten Caco-2 den gleichen
Trend sowie nach 24 h zudem im Vergleich zu den entsprechend behandelten nichtinfizierten Zellen.
Im Gegensatz zu den leicht bis gering höheren Effekten nach 12-stündiger Behandlung nichtinfizier-
ter Caco-2 mit Bortezomib gegenüber der Kontrolle, lagen nach 24 h signifikante gering verminderte
Effekte vor. Für (S)-MG132 war dies zu beiden Zeitpunkten beobachtbar (s. Abb. 6.8 B).
Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dass HCMV sowohl bei 12-stündiger als auch
bei 24-stündiger serumarmer Medium-Behandlung der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 einen mittle-
ren inhibitorischen Effekt auf sehr frühe Ereignisse der Apoptose-Kaskade induzierte. Desgleichen
schien HCMV die proapoptotische Wirkung von Bortezomib sowie (S)-MG132 zu inhibieren. Bei
den nichtinfizierten Caco-2 zeigte Bortezomib zuerst einen leichten proapoptotischen Einfluss,
im zeitlichen Verlauf wurde dieser gleichermaßen antiapoptotisch. (S)-MG132 hingegen bewirkte
frühzeitig bei beiden Zellgruppen einen leichten antiapoptotischen Effekt.
6.3.2.3 Vergleich von Apoptose-Effekten mittels Cell Death Detection ELISAPlus
Für die Erfassung der Apoptose erfolgte die Detektion Histon-assoziierter DNA-Fragmente durch
den erwähnten ELISA vorgenannter Caco-2 nach entsprechender Behandlung. Die jeweilige Ab-
sorption wurde gegen diejenige der nichtinfizierten Medium-Kontrolle normalisiert [%] (s. 5.4.2).
Die Datenauswertung ergab, dass HCMV anscheinend bei den Caco-2 im Gegensatz zu der 12-
stündigen serumarmen Medium-Behandlung nach 24 h einen leicht verminderten Effekt induzierte.
Ein Unterschied im Vergleich zu der nichtinfizierten Medium-Kontrolle war zudem nicht erkennt-
lich (s. Abb. 6.9 A). Sowohl Bortezomib (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)) als auch (S)-MG132
(157 nM (EC75)) führten nach 12 h bei den nichtinfizierten Caco-2, gegenüber der Kontrolle, zu
signifikanten gering bis mittleren höheren Effekten, bei den infizierten Zellen waren die Effekte
weniger ausgeprägt. Nach 24 h zeigte sich ein gegenteiliger Trend. Für beide Zeitpunkte konnten bei
den Proteasominhibitor-behandelten infizierten Caco-2 im Vergleich zu den jeweiligen nichtinfizier-
ten Zellen keine signifikanten Effekte beobachtet werden (s. Abb. 6.9 B). Gegenüber der infizierten
Medium-Behandlung lagen nach 24 h für beide Inhibitoren gering verminderte Effekte bei den
infizierten Caco-2 vor (s. Abb. 6.9 A, B).
Zusammenfassend war zu vermuten, dass HCMV nach 24-stündiger serumarmer Medium-Be-
handlung gegenüber der 12-stündigen Behandlung bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 geringer
proapoptotisch wirkte und zudem die proapoptotische Wirkung beider Proteasominhibitoren zu blo-
ckieren schien. Bei den nichtinfizierten Caco-2 wurde der durch die Proteasominhibitoren zunächst






























































































































Abb. 6.9 Apoptose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei kürzerer Anwesenheit von serum-
armen Medium und Bortezomib detektiert mittels Cell Death Detection ELISAPlus
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Caco-2 wurden
für 12 h und 24 h mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)) sowie (S)-MG132 (157 nM
(EC75)) behandelt. Für 6,0 d und 6,5 d inkubierten die Zellen zunächst mit serumarmen Medium. Die Absorptionen
konnten nach Durchführung des vorgenannten ELISA am Mikroplattenleser Sunrise™ spektrophotometrisch bestimmt
werden. A stellt die Histon-assoziierten DNA-Fragmente [%] der Medium-behandelten infizierten und B die der
Proteasominhibitor-behandelten nichtinfizierten und infizierten Caco-2 normalisiert gegen diejenige der nichtinfizierten
Medium-Kontrolle (als 100 % definiert, durchgezogene Linie) dar. C Die Positiv-Kontrolle entsprach der Firmen-Positiv-
Kontrolle. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.
∗, ∗∗ Proteasominhibitor-behandelte nichtinfizierte und infizierte Caco-2 vs. nichtinfizierte Medium-Kontrolle, $$ 24-
stündige vs. 12-stündige Behandlung. ∗ p < 0,05; ∗∗, $$ p < 0,01.
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6.3.2.4 Vergleich von Nekrose-Effekten mittels PicoGreen®-Assay
Nach entsprechender Behandlung der oben erwähnten Caco-2 wurde das Ausmaß der Nekrose
mithilfe der Konzentrationsbestimmung von dsDNA, unter Verwendung des PicoGreen®-Assays
und einer DNA-Standardkurve, bei den Zellkulturüberständen analysiert (s. 6.3.2.3). Die Norma-
lisierung der jeweiligen Konzentration von dsDNA erfolgte gegen diejenige der nichtinfizierten
Medium-Kontrolle [%] (s. 5.2.1).
Zusammenfassend ergab die Analyse der Daten, dass bei 12- und 24-stündiger Anwesenheit von
serumarmen Medium, Bortezomib sowie (S)-MG132 keine Effekte beobachtet werden konnten, so
dass weder HCMV noch die Proteasominhibitoren zu diesen Zeitpunkten vermehrt Nekrosen sowohl
bei den nichtinfizierten als auch bei den infizierten Caco-2 im Vergleich zu der nichtinfizierten
Medium-Kontrolle induzierten. Allenfalls die 12-stündige Behandlung nichtinfizierter Zellen mit
157 nM (EC75) (S)-MG132 führte zu einem signifikanten marginal verminderten Effekt gegenüber





















































































Abb. 6.10 Nekrose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei kürzerer Anwesenheit von serum-
armen Medium und Bortezomib detektiert mittels PicoGreen®-Assay
Für 12 h und 24 h inkubierten nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI
von 30 infizierte Caco-2 mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)) sowie (S)-MG132
(157 nM (EC75)). Zuvor wurden die Zellen für 6,0 d und 6,5 d mit serumarmen Medium kultiviert. Nach Durchführung
des oben erwähnten Assays erfolgte die Detektion der Fluoreszenzen am Mikroplattenleser Mithras LB920 und die
Konzentrationsbestimmung von dsDNA [ng/ml] der Zellkulturüberstände per DNA-Standardkurve. A zeigt die Konzen-
trationen von dsDNA [%] der Medium-behandelten infizierten und B die der Proteasominhibitor-behandelten nichtinfi-
zierten und infizierten Caco-2 normalisiert gegen diejenige der nichtinfizierten Medium-Kontrolle (als 100 % definiert,
durchgezogene Linie). Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen
Experimenten. ∗ Proteasominhibitor-behandelte nichtinfizierte Caco-2 vs. nichtinfizierte Medium-Kontrolle. ∗ p < 0,05.
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6.4 Effekte der Ko-Kultur der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit primären
Fibroblasten
Zunächst wurde der Frage nachgegangen, ob die Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 durch die Ko-
Infektion mithilfe infizierter Fibroblasten adäquat mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-
Isolat infiziert werden kann. Im Anschluss an den Nachweis der Permissivität der Ko-Kultur für
HCMV sollte im Hinblick auf die Apoptose/Nekrose-Effekte der Caco-2-Mono-Kultur bei 7-tägiger
Anwesenheit von HCMV und/oder Bortezomib deren Einfluss auf das Apoptose/Nekrose-Verhalten
bei der Ko-Kultur durch folgende Experimente charakterisiert werden. HELF Fi301 und (S)-MG132
dienten bei den Untersuchungen jeweils als Kontrolle.
6.4.1 Nachweis der Ko-Kultur von Caco-2 mit primären Fibroblasten
Die Ko-Kultur sowie Aussaat der Caco-2 mit HELF Fi301 oder HFF erfolgten im Verhältnis von 2 : 1
(s. 5.1.9). In der Abbildung 6.11 ist die sternenförmige Zellanordnung der Fibroblasten zwischen
den Kolonkarzinomzellen, welche die Fibroblasten im zeitlichen Verlauf überwucherten, ersichtlich.
Abb. 6.11 Mikroskopische Darstellung der Ko-Kultur der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit der primären Fi-
broblastenzelllinie HELF Fi301
Caco-2 wurden im Verhältnis von 2 : 1 mit HELF Fi301 gemischt, in 10 % (v/v) FCS-EMEM für 4 d kultiviert und im
Anschluss durch die Phasenkontrastmikroskopie repräsentiert. Der weiße Pfeil zeigt exemplarisch eine Kolonkarzinom-
zelle und der schwarze Pfeil die sternenförmige Anordnung der Fibroblasten. Der Größenstandard entspricht 200 µm
im großen Bild und 50 µm im kleinen Bild. Bildanpassung: Helligkeit und Kontrast.
6.4.2 Einfluss der Ko-Kultur und Ko-Infektion auf die HCMV-Infektion der Caco-2
Da sich für die Kolonkarzinomzelllinie nach Infektion mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-
Isolat mit einer MOI von 30 eine hohe Infektionsrate mittels Expressionsrate von IE1/IE2 gegenüber
den nichtinfizierten Zellen nachweisen ließ (s. Abb. 6.1 B), wurden zur optimalen vergleichenden
Überprüfung der Infektionsrate der Ko-Kultur die Zellen mithilfe einer Virussuspension niedrigen









































































(Caco-2 + HELF Fi301)
(MOI = 30)
Ko-Infektion
(Caco-2 + HCMV-infizierte HELF Fi301)
Abb. 6.12 Effekte der Ko-Kultur und Ko-Infektion auf die HCMV-Infektion der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Caco-2-Mono-Kulturen (6 x 104) sowie Ko-Kulturen (4 x 104 Caco-2 und 2 x 104 HELF Fi301 gemischt) wur-
den 72 h nach Aussaat mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30, niedrigen Titers,
infiziert und mit Methocel überschichtet. Zugleich erfolgte die Mischung nichtvorbehandelter Caco-2 mit HCMV-
infizierten HELF Fi301 definierter Zellzahlen in Methocel (Ko-Infektion). Die entsprechenden nichtinfizierten Zellen
wurden mitgeführt. Nach 7 d p. i. konnten die Zellen für den Plaquereduktionsassay fixiert werden. Als spezifischer
Primärantikörper diente Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus, Clones CCH2 + DDG9, gegen die sehr frühen
viralen Proteine IE1/IE2 sowie als Sekundärantikörper Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP. Die
Gesamtplaques wurden lichtmikroskopisch quantifiziert. Dargestellt sind jeweils die Gesamtplaques [%] normalisiert
gegen diejenigen der infizierten Caco-2-Mono-Kultur (als 100 % definiert, gestrichelte Linie). Die Gesamtzellzahl
bei Infektion, bestimmt mittels Trypanblau-Ausschlusstest, wurde aus vier Experimenten gemittelt. Die Gesamt-
konfluenz [%] war lichtmikroskopisch geschätzt. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabwei-
chung von vier unabhängigen Experimenten. ∗∗∗∗ infizierte Ko-Kultur, Ko-Infektionen vs. infizierte Caco-2-Mono-
Kultur, #, #### Ko-Infektionen vs. infizierte Ko-Kultur, $$, $$$ 1,8 x 105; 2,4 x 105 vs. 0,6 x 105 der Ko-Infektionen,
§ 2,4 x 105 vs. 1,8 x 105 der Ko-Infektionen. #, § p < 0,05; $$ p < 0,01; $$$ p < 0,001; ∗∗∗∗, #### p < 0,0001.
HCMV-infizierten HELF Fi301 (Ko-Infektion) (s. 5.1.9). Für den sich nach 7 d p. i. anschließenden
Plaquereduktionsassay kam ein spezifischer Primärantikörper gegen HCMV-IE1/IE2 zur Anwen-
dung, als Sekundärantikörper diente ein Anti-Maus-IgG/HRP-Konjugat. Die lichtmikroskopisch
detektierten Gesamtplaques wurden gegen diejenigen der infizierten Caco-2-Mono-Kultur (Kon-
trolle) prozentual ins Verhältnis gesetzt (s. 5.1.6). Die Datenauswertung zeigte, dass sowohl für die
Ko-Kultur als auch für die Ko-Infektion signifikante stark höhere Gesamtinfektionsraten mittels Ge-
samtexpressionsraten von IE1/IE2 gegenüber derjenigen der infizierten Mono-Kultur nachweisbar
waren. Bei den nichtinfizierten Kulturen wurden erwartungsgemäß keine viralen Proteine analysiert
(grafisch nicht dargestellt). Der definierten Gesamtzellzahl 2,4 x 105 der Ko-Infektion lag die Ge-
samtzellzahl der infizierten Ko-Kultur bei einer Konfluenz von 100 % nach 7-tägiger Inkubation
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zugrunde (s. Abb. 6.16 A, links). Die erwähnte Konfluenz konnte jedoch für die entsprechende
Ko-Infektion nicht bestimmt werden (s. Abb. 6.12). Nach 12 h p. i., wie auch im gesamten Unter-
suchungszeitraum, war lichtmikroskopisch zu beobachten, dass die Ausbreitung der Caco-2 nicht
derjenigen der Ko-Kultur entsprach und sich ein geringer Anteil avitaler Zellen im Zellkulturüber-
stand befand.
Für die phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Effekte der Ko-Infektion erfolgte
das vorgenannte Experiment mit den Gesamtzellzahlen 3 x 105 (s. Abb. 6.13 A, B, C) sowie
6 x 105 (s. Abb. 6.13 D, E, F). Aus der Abbildung 6.13 ist ersichtlich, dass sich für die Ko-Infektion
niedrigerer Ausgangszellzahl unterschiedliche Infektionsgrade sowie Destruktionen verschiedens-
ter Ausprägungen in Form von Löchern im Monolayer mit dem entsprechenden Anteil avitaler
Zellen im Zellkulturüberstand nachweisen ließ, welches bereits nach 12 h p. i. lichtmikroskopisch
beobachtet werden konnte (s. Abb. 6.13 A, B; weißer Pfeil). Interessanterweise waren demgegen-
über stärkere Zellproliferationen im Sinne von großen sowie infizierten Proliferationsinseln bei
höherer Ausgangszellzahl analysierbar (s. Abb. 6.13 D, E; schwarzer Pfeil). Die veranschaulichten
nichtinfizierten Ko-Infektionen beider Ausgangszellzahlen waren hoch proliferierend. Bild in Bild
zeigt strangförmig verlaufende HELF Fi301 zu den Caco-2 (s. Abb. 6.13 C, F).
Zusammenfassend konnte aus den Ergebnissen der Untersuchungen möglicherweise angenom-
men werden, dass die permanente Infektion nichtvorbehandelter Caco-2 durch HCMV-infizierte
HELF Fi301 eine mögliche Methode darstellt, um eine hohe Infektionsrate der Kolonkarzinom-
zelllinie effizient und effektiv zu erreichen. Des Weiteren könnte zellzahlabhängig sowie HCMV-












Abb. 6.13 Mikroskopische Darstellung des Effektes der Ko-Infektion bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
In A, B und C betrug bei Aussaat in Zellkulturschalen (∅ 35 x 10 mm) die Gesamtzellzahl 3 x 105, in D, E und F 6 x 105.
Ein Verhältnis von 2 : 1 nichtvorbehandelter Caco-2 zu HCMV-infizierten HELF Fi301 (Ko-Infektion) (A, B, D, E)
sowie nichtinfizierten HELF Fi301 (mock) (C, F) kam zur Anwendung. Die gemischten Zellen wurden mit Methocel
überschichtet und nach 7 d p. i. fixiert. Die mittels Plaquereduktionsassay visualisierten Gesamtplaques sind anhand der
Phasenkontrastmikroskopie dargestellt. Als Primärantikörper diente Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus, Clones
CCH2 + DDG9, gegen die sehr frühen viralen Proteine IE1/IE2 sowie Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/
HRP als Sekundärantikörper. A und B zeigen unterschiedliche Grade der Monolayerdestruktion (weißer Pfeil), D und E
dagegen große sowie infizierte Proliferationsinseln (schwarzer Pfeil). Der Größenstandard entspricht 200 µm im großen
Bild und 50 µm im kleinen Bild. Für die Ko-Infektion sind separat die Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten
repräsentiert. Für mock zeigt die Darstellung ein repräsentatives Ergebnis von zwei unabhängigen Experimenten.
6.4.3 Einfluss von HCMV und/oder Bortezomib bei längerer Gegenwart auf die
Apoptose/Nekrose bei der Ko-Kultur
Nach Überprüfung der Permissivität der Ko-Kultur für HCMV anhand der Western-Blot-Analyse
wurden bei 7-tägiger Anwesenheit von serumarmen Medium und Bortezomib Apoptose/Nekrose-
Effekte bei den nichtinfizierten und HCMV-infizierten Ko-Kulturen gleichfalls durch den Western-
Blot sowie mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Untersuchungen zum Proliferationsverhal-
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ten erfolgten unter Verwendung des Trypanblau-Ausschlusstests.
6.4.3.1 Nachweis der Permissivität der Ko-Kultur für HCMV und Vergleich von
Apoptose-Effekten mittels Western-Blot
Die Gesamtexpression viraler Proteine und des proapoptotischen Proteins Bax wurde bei den unter
6.4.3 erwähnten Ko-Kulturen nach der entsprechenden zeitlichen Behandlung mit serumarmen Me-
dium sowie den aufsteigenden EC-Konzentrationen der Proteasominhibitoren mithilfe des Western-
Blots untersucht (s. 5.4.3). Bax ist der Bcl-2-Familie zugehörig und wirkt, induziert durch das
Tumorsuppressorprotein p53, beschleunigt proapoptotisch [189, 190].
Die Western-Blot-Analyse erbrachte den Nachweis der Gesamtexpression von IE1, pUL44
sowie pp28 der Medium-behandelten infizierten Ko-Kultur (infizierte Medium-Kontrolle)
gegenüber der entsprechenden nichtinfizierten Ko-Kultur (nichtinfizierte Medium-Kontrolle)
(s. Abb. 6.14; Spur 9, 4). Bei den infizierten HELF Fi301 war die Gesamtexpression der oben
erwähnten viralen Proteine erwartungsgemäß zu ersehen (s. Abb. 6.14; Spur 2, 1).
Sowohl Bortezomib als auch (S)-MG132 zeigten bei der infizierten Ko-Kultur weder mit
den niedrigeren EC-Konzentrationen (2,77 nM (EC35), 101 nM (EC50)) noch mit den höheren
EC-Konzentrationen (4,01 nM (EC50), 157 nM (EC75)) Unterschiede bezüglich der IE1-Gesamt-
expression, verglichen mit derjenigen der infizierten Medium-Kontrolle. Bortezomib führte da-
gegen mit Konzentrationssteigerung zu einer gering verminderten pUL44-Gesamtexpression, für
(S)-MG132 ließ sich kein Unterschied erkennen. Die pp28-Gesamtexpression der infizierten Ko-
Kultur nach Behandlung mit der höheren EC-Konzentration von Bortezomib schien lediglich ge-
genüber der niedrigeren EC-Konzentration sehr gering vermindert zu sein, jedoch nicht gegenüber
der infizierten Medium-Kontrolle. Für (S)-MG132 hingegen konnte bei Gegenwart der höheren
EC-Konzentration ein gering verminderter Effekt im Vergleich zu der niedrigeren Konzentration
wie zu der infizierten Kontrolle beobachtet werden (s. Abb. 6.14, Spur 9–13).
Bezüglich der Bax-Gesamtexpression schien HCMV bei der Ko-Kultur, unter serumarmer
Medium-Behandlung, gegenüber der nichtinfizierten Medium-Kontrolle die Apoptose marginal
zu inhibieren (s. Abb. 6.14; Spur 9, 4). Im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle induzierte Bor-
tezomib bei den nichtinfizierten Ko-Kulturen mit der niedrigeren EC-Konzentration einen ge-
ring höheren Effekt, mit der höheren EC-Konzentration war der Effekt gleichermaßen vermindert
(s. Abb. 6.14, Spur 4–6). Bei den infizierten Ko-Kulturen zeigten sich demgegenüber konzentra-
tionsabhängige marginal höhere Effekte (s. Abb. 6.14, Spur 9–11). Für (S)-MG132 ließ sich jeweils
ein gegenteiliger Trend erkennen (s. Abb. 6.14; Spur 4, 7, 8; 9, 12, 13).
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Abb. 6.14 Effekte von serumarmen Medium und Bortezomib bei längerer Anwesenheit bei den nichtinfizierten
und HCMV-infizierten Ko-Kulturen analysiert mittels Western-Blot
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Ko-Kulturen
wurden 7 d mit 2 % (v/v) FCS-EMEM (Spur 4, 9) sowie Bortezomib (2,77 nM (EC35) (Spur 5, 10); 4,01 nM (EC50)
(Spur 6, 11)) und (S)-MG132 (101 nM (EC50) (Spur 7, 12); 157 nM (EC75) (Spur 8, 13)) inkubiert. Nichtinfizierte
und infizierte (MOI = 1) HELF Fi301, kultiviert mit serumarmen Medium, fungierten als Referenzzelllinie (Spur 1,
2). Nach Herstellung der Proteinlysate erfolgte mittels SDS-PAGE deren Auftrennung und unter Verwendung des
Western-Blots die Analyse der viralen Proteine IE1, pU44 sowie pp28 und diejenige des proapoptotischen Proteins Bax.
Zur Überprüfung der gleichmäßigen Beladung der SDS-Gele wurde eine Färbung der Membranen gegen das zelluläre
Protein α-Tubulin genutzt. Die Gesamtproteinbanden von einem Experiment sind repräsentiert. mock = nichtinfiziert,
w/o = infiziert (jeweils Medium-behandelte Zellen), BZ = Bortezomib. Der Größenstandard (M) ist in Kilodalton (kDa)
angegeben.
Zusammenfassend erfolgte der Nachweis der Permissivität der Ko-Kultur für HCMV. Des Weiteren
war zu vermuten, dass bei 7-tägiger serumarmer Medium-Behandlung der Ko-Kultur HCMV einen
geringfügigen antiapoptotischen Effekt induzierte. Bortezomib wirkte mit Konzentrationsanstieg
bei der nichtinfizierten Ko-Kultur gering antiapoptotisch, bei der infizierten Ko-Kultur hingegen glei-
chermaßen proapoptotisch. (S)-MG132 zeigte einen gegenteiligen Effekt. Sowohl für Bortezomib
als auch für (S)-MG132 konnte ein sehr geringer inhibitorischer Effekt auf die HCMV-Replikation
bei der Ko-Kultur nicht ausgeschlossen werden.
6.4.3.2 Vergleich von Apoptose/Nekrose-Effekten mittels Durchflusszytometrie
Bei den nichtinfizierten und infizierten Ko-Kulturen wurden nach 7-tägiger Behandlung mit serum-
armen Medium (Kontrollen), den aufsteigenden EC-Konzentrationen der Proteasominhibitoren
sowie dem Lösungsmittel DMSO (Kontrollen) durchflusszytometrisch apoptotische/nekrotische
und vitale Zellen analysiert (s. 5.5.2).
Die Datenauswertung ergab, dass das Lösungsmittel DMSO allenfalls mit der höheren
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Konzentration (157 nM (EC75) (S)-MG132) eine gering höhere Annexin V+/PI+- und V−/PI+-
Gesamtzellrate bei der infizierten Ko-Kultur gegenüber derjenigen der jeweiligen Medium-Kontrolle
induzierte (s. Abb. 6.15 B).
HCMV schien bei der Ko-Kultur, unter serumarmer Medium-Behandlung, zu einer gering ver-
minderten Annexin V+/PI−-Gesamtzellrate, verglichen mit derjenigen der nichtinfizierten Medium-
Kontrolle, zu führen (s. Abb. 6.15 A, links). Bortezomib zeigte mit Konzentrationssteigerung
(2,77 nM (EC35); 4,01 nM (EC50)) sehr gering verminderte Effekte bei den nichtinfizierten Ko-
Kulturen gegenüber der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle. Bei den infizierten Ko-Kulturen ließ
sich ausschließlich für die höchste EC-Konzentration (5,51 nM (EC75)) ein gering höherer Effekt,
entsprechend vergleichend, analysieren. Für (S)-MG132 waren hingegen insgesamt keine Unter-
schiede beobachtbar (s. Abb. 6.15 A, rechts).
Serumarmes Medium führte bei der nichtinfizierten Ko-Kultur zu einer marginal höheren An-
nexin V+/PI+- und V−/PI+-Gesamtzellrate im Vergleich zu der Annexin V+/PI−-Gesamtzellrate
(s. Abb. 6.15 B, A; links). Für beide Zellgruppen lagen in Gegenwart von serumarmen Medium
annähernd identische Annexin V+/PI+- und V−/PI+-Gesamtzellraten vor (s. Abb. 6.15 B, links).
Bortezomib zeigte, verglichen mit der entsprechenden Lösungsmittel-Kontrolle, mit Konzentrati-
onsanstieg (2,77 nM; 4,01 nM) bei den nichtinfizierten Ko-Kulturen sehr gering verminderte Effekte,
bei den infizierten Ko-Kulturen allenfalls mit der niedrigeren EC-Konzentration (2,77 nM). Demge-
genüber induzierte (S)-MG132 bei beiden Zellgruppen sehr gering verminderte Effekte, deutlicher
mit der niedrigeren EC-Konzentration (101 nM (EC50)) (s. Abb. 6.15 B, rechts).
Die zuvor erwähnten Ergebnisse fanden sich in den Raten Annexin V−/PI−-Gesamtzellen. Für
HCMV war gegenüber der nichtinfizierten Medium-Kontrolle ein gering höherer Effekt zu verzeich-
nen (s. Abb. 6.15 C, links). Im Vergleich zu der entsprechenden Lösungsmittel-Kontrolle führten
die Inhibitoren bei den Zellgruppen zu sehr gering höheren Effekten. Lediglich für die höchste
EC-Konzentration von Bortezomib lag bei der infizierten Ko-Kultur ein marginal verminderter
Effekt vor, die mittlere EC-Konzentration (4,47 nM) zeigte keinen Effekt (s. Abb. 6.15 C, rechts).
Zusammenfassend ließ sich aus den Untersuchungen deuten, dass die 7-tägige serumarme
Medium-Behandlung bei der nichtinfizierten Ko-Kultur einen geringen prospätapoptotischen/prone-
krotischen Effekt induzierte. HCMV zeigte hingegen einen geringen antifrühapoptotischen Einfluss.
Bortezomib wirkte bei der nichtinfizierten Ko-Kultur konzentrationsabhängig marginal antifrüh-
apoptotisch wie antispätapoptotisch/antinekrotisch. Bei der infizierten Ko-Kultur war der Einfluss
lediglich gering profrühapoptotisch. (S)-MG132 zeigte dagegen bei beiden Zellgruppen höchsten





















































































































































































































































































Abb. 6.15 Apoptose/Nekrose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Ko-Kulturen bei längerer Anwesen-
heit von serumarmen Medium und Bortezomib detektiert mittels Durchflusszytometrie
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierte Ko-Kulturen
wurden für 7 d mit 2 % (v/v) FCS-EMEM sowie Bortezomib (2,77 nM (EC35); 4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75)),
(S)-MG132 (101 nM (EC50), 157 nM (EC75)) und dem Lösungsmittel DMSO inkubiert. Unter Verwendung des FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI erfolgte die durchflusszytometrische Analyse mittels BD FACSCalibur™.
Dargestellt sind in A Annexin V+/PI−-, in B Annexin V+/PI+-, Annexin V−/PI+- und in C Annexin V−/PI−-Gesamtzellen
[%], links nach Inkubation der Ko-Kulturen mit Medium und rechts mit den Proteasominhibitoren sowie dem Lö-
sungsmittel. Die DMSO-Konzentrationen entsprachen 5,51 nM Bortezomib sowie 157 nM (S)-MG132. Nichtinfizierte
Apoptose/Nekrose-Kontrolle: 1,0 nM Staurosporin für 16 h. In den linken Graphen zeigt die durchgezogene Linie
die Höhe der Werte der nichtinfizierten Medium-Kontrolle. In den rechten Graphen präsentiert die durchgezogene
Linie die Höhe der Werte der nichtinfizierten und die durchbrochene Linie die der infizierten Lösungsmittel-Kontrolle.
PI = Propidiumiodid. Die Ergebnisse von einem Experiment sind repräsentiert.
Vergleich der Proliferation und Vitalität von Caco-2-Mono- sowie Ko-Kulturen
Durch den Trypanblau-Ausschlusstest wurden Proliferation und Vitalität nichtinfizierter und in-
fizierter Caco-2-Mono- und Ko-Kulturen nach 7-tägiger Behandlung mit serumarmen Medium
(Kontrollen), den aufsteigenden EC-Konzentrationen von Bortezomib sowie dem Lösungsmittel
DMSO (Kontrollen) überprüft (s. 5.1.3).
Die Datenanalyse ergab, dass DMSO bezüglich der Gesamtzellzahl bei der nichtinfizierten und
infizierten Mono- sowie Ko-Kultur gering bis leicht verminderte Effekte gegenüber derjenigen der
entsprechenden Medium-Kontrolle zeigte (s. Abb. 6.16 A). HCMV führte bei der Mono-Kultur,
unter serumarmen Medium, im Vergleich zu der nichtinfizierten Medium-Kontrolle zu einem leicht
verminderten Effekt. Verglichen mit der jeweiligen Mono-Kultur zeigte die nichtinfizierte Ko-Kultur
bei Anwesenheit von serumarmen Medium einen stark höheren Effekt, die infizierte Ko-Kultur
hingegen einen mittleren entsprechenden Effekt (s. Abb. 6.16 A, links). Für Bortezomib waren
mit Konzentrationsanstieg (4,01 nM (EC50); 5,51 nM (EC75); 6,11 nM (EC90)) sowohl bei den
nichtinfizierten als auch bei den infizierten Mono- sowie Ko-Kulturen gering bis stark verminderte
Effekte gegenüber der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle erkennbar (s. Abb. 6.16 A, rechts).
Die Rate der Gesamtvitalität wurde durch DMSO, verglichen mit derjenigen der entsprechenden
Medium-Kontrolle, bei der infizierten Mono- wie Ko-Kultur scheinbar leicht vermindert, bei der
nichtinfizierten Mono-Kultur allenfalls gering (s. Abb. 6.16 B). Für HCMV war bei der Ko-Kultur,
unter serumarmen Medium, ein sehr geringer Unterschied gegenüber der jeweiligen nichtinfi-
zierten Medium-Kontrolle sowie Mono-Kultur erkennbar (s. Abb. 6.16 B, links). Im Vergleich
zu der entsprechenden Lösungsmittel-Kontrolle induzierte Bortezomib mit den höheren EC-Konzen-
trationen (5,51 nM; 6,11 nM) bei den nichtinfizierten Mono-Kulturen gering bis leicht verminderte
Effekte, bei den infizierten Mono-Kulturen hingegen ab der mittleren EC-Konzentration (4,01 nM)
leicht bis mittlere jeweilige Effekte. Demgegenüber zeigten sich die entsprechenden Ko-Kulturen


























































































































Abb. 6.16 Proliferations- und Vitalitätseffekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2-Mono-Kulturen
und Ko-Kulturen bei längerer Anwesenheit von serumarmen Medium und Bortezomib
Nach 7-tägiger Inkubation nichtinfizierter und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30
infizierter Caco-2-Mono- und Ko-Kulturen mit 2 % (v/v) FCS-EMEM, Bortezomib (2,77 nM (EC35); 4,01 nM (EC50);
5,51 nM (EC75); 6,11 nM (EC90)) sowie dem Lösungsmittel DMSO erfolgte mithilfe des Trypanblau-Ausschlusstests
die Überprüfung der Proliferation und Vitalität. A stellt die Gesamtzellzahl [x 105], links nach Inkubation der jewei-
ligen Kulturen mit Medium sowie rechts mit Bortezomib und dem Lösungsmittel, dar. B zeigt dementsprechend die
Gesamtvitalität [%]. Die DMSO-Konzentration entsprach 6,11 nM Bortezomib. In den linken Graphen kennzeichnet die
durchgezogene Linie die Höhe der Werte der nichtinfizierten Medium-Kontrolle der Caco-2-Mono-Kultur und die durch-
brochene Linie die der Medium-behandelten infizierten Mono-Kultur. In den rechten Graphen stellt die durchgezogene
Linie die Höhe der Werte der nichtinfizierten und die durchbrochene Linie die der infizierten Lösungsmittel-Kontrolle
dar. In A und B sind die Ergebnisse von einem Experiment repräsentiert.
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bei der infizierten Ko-Kultur zu einem leicht verminderten Effekt (s. Abb. 6.16 B, rechts).
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse möglicherweise, dass die nichtinfizierte Ko-Kultur
der Caco-2 mit Fibroblasten, bei 7-tägiger serumarmer Medium-Behandlung, einen starken propro-
liferativen Effekt gegenüber der Mono-Kultur induzierte. Der leichte antiproliferative Einfluss von
HCMV bei der Mono-Kultur wurde durch die Ko-Kultur ebenso verstärkt. Der durch Bortezomib
mit Konzentrationsanstieg initiierte hohe antiproliferative Effekt mit einer gleichermaßen vermin-
derten Zellvitalität war bei der nichtinfizierten wie infizierten Mono-Kultur nachweislich. Sowohl
bei der nichtinfizierten als auch bei der infizierten Ko-Kultur zeigte sich ein ebensolcher Trend, die




Das kolorektale Karzinom (KRK) zählt zu den häufigsten malignen Tumoren Deutschlands. Das
Zentrum für Krebsregisterdaten (ZfKD) gibt für das Jahr 2014 eine standardisierte Erkrankungs-
rate1 für Frauen mit 35,7 (Prognose für 2018: 32,8) und für Männer mit 54,0 (Prognose für 2018:
50,6) sowie eine standardisierte Sterberate1 entsprechend mit 12,8 und 21,0 an [1]. Im Jahr 2014
war das KRK die zweithäufigste Tumorlokalisation aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen und
die dritthäufigste bei Männern sowie die dritthäufigste Tumorlokalisation aller Krebssterbefälle
bei beiden Geschlechtern [2]. Weltweit werden einer Schätzung zufolge im Jahr 2018 über 1,8
Millionen neue Karzinomfälle und 881 000 Todesfälle auftreten. Die Inzidenz ist der deutschen
Rangfolge für das Jahr 2014 entsprechend. Hinsichtlich der Mortalität liegt das KRK bei Frauen
an zweiter und bei Männern an dritter Stelle [3]. Eine Assoziation zwischen dem KRK und dem
Humanen Cytomegalievirus (HCMV), welche Huang und Roche (1978) zuerst vermuteten [118],
ist seit Jahrzehnten Gegenstand der Forschung mit ambivalenter Studienlage. Molekulare Mecha-
nismen, auf die der Zusammenhang basiert, sind nicht vollständig geklärt [118–120, 122, 128, 129].
Weiterhin zeigen Studien jüngerer Zeit für HCMV, dass die Inhibition der Proteasomaktivität durch
den Proteasominhibitor MG132 die Hemmung der Virusreplikation bei den Fibroblasten zur Folge
hat [149, 191]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst analysiert, ob die Kolonkarzinomzell-
linie Caco-2 permissiv für HCMV ist. Darüber hinaus erfolgten Untersuchungen zum Einfluss
des Proteasominhibitors Bortezomib auf die HCMV-Replikation bei den Caco-2. Zudem kamen
Experimente zur Prüfung des Apoptose/Nekrose-Verhaltens nichtinfizierter und HCMV-infizierter
Caco-2 bei unterschiedlichen Expositionszeiten von serumarmen Medium und Bortezomib zur
Anwendung. Effekte der HCMV-Infektion wurden bei der Ko-Kultur (Caco-2 mit Fibroblasten ge-
mischt) und der Ko-Infektion (Caco-2 mit HCMV-infizierten Fibroblasten gemischt) des Weiteren
vergleichend überprüft. Bei den nichtinfizierten und infizierten Ko-Kulturen wurde daneben das
Apoptose/Nekrose- und Proliferationsverhalten bei längerer Anwesenheit von HCMV und/oder
Bortezomib untersucht.
7.1 Diskussion der Methoden
7.1.1 Etablierte Methoden
7.1.1.1 Trypanblau-Ausschlusstest
Untersuchungen zum Proliferationsverhalten der Caco-2 bei Gegenwart von Medium unterschiedli-
cher FCS-Konzentrationen, HCMV und/oder Bortezomib sowie von Fibroblasten erfolgten unter
1je 100.000 Personen, altersstandardisiert nach alter Europabevölkerung
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Verwendung des Trypanblau-Ausschlusstests (s. 5.1.3). Dieses Verfahren gilt als Gold-Standard
für die Bestimmung der vitalen und avitalen Zellen aufgrund seiner einfachen Handhabbarkeit
und Zugänglichkeit [192]. Weitere Vorteile resultieren aus der morphologischen Begutachtung
der Zellen durch den mikroskopischen Blick sowie der kostengünstigen Methodik. Hinsichtlich
der individuellen Bestimmung der Zellvitalität erfolgte eine definierte Durchführung des Tests.
Weiterhin wurde vor der Zellzählung das entsprechende Zellsediment, nach dem Dekantieren des
Zellüberstandes, in serumfreies Kulturmedium aufgenommen. Damit soll sowohl der durch das PBS
verminderten Vitalität als auch der durch die Bindung des Farbstoffes an Serumproteine verfälschten
Ergebnisse entgegengewirkt werden. Vorteile automatisierter Zählverfahren ergeben sich neben der
einfachen Handhabbarkeit und dem kostengünstigen Verfahren aus der Möglichkeit der Messung
aus einer hohen Gesamtzellzahl sowie der direkten Bestimmung kleinerer Zellzahlen, wobei die
Reduzierung der Vitalität der Scherspannung während des Messens sowie der Aufbewahrung der
Zellen in PBS über die Zeit zuzuschreiben ist [160, 192]. Morphologische Unterschiede der Zellen
können ebenfalls die automatisierte Messung beeinflussen. Zelldebris ist mit beiden Methoden
zu evaluieren. Die objektive Bestimmung der Zellzahl und daraus folgend der Zellvitalität bleibt
dennoch schwer.
7.1.1.2 Plaquereduktionsassay
Um die Genauigkeit des Plaquereduktionsassays, der die Konzentration infektiöser Partikel einer
Probe angibt, zu erhöhen, erfolgte die Überschichtung der Zellen nach der Infektion mit dem
Methylcellulose-Kulturmedium (s. 5.1.6). Das Polymer Methylcellulose verhindert die Zellin-
fektion über das Medium mit Ausbildung von sekundären Plaques, so dass nur Nachbarzellen direkt
infiziert werden [193]. Die Kerne HCMV-infizierter Zellen konnten durch das chromogene Substrat
AEC im Anschluss an die Inkubation mit dem gegen HCMV-IE1/IE2 gerichteten Primärantikörper
und einem HRP-konjugierten Anti-Maus-Sekundärantikörper visualisiert werden. Die Plaques
wurden unter Verwendung eines Lichtmikroskops detektiert.
7.1.1.3 Indirekte Immunfluoreszenz
Für den qualitativen Nachweis der Expression viraler Proteine bei den Caco-2 wurde die indirekte
Immunfluoreszenz in Anlehnung an Weller und Coons (1954) [194], als eine der häufigsten verwen-
deten Methoden in der Immunzytochemie, gewählt (s. 5.4.1). Der Vorteil dieser Methode gegenüber
der direkten Immunfluoreszenz ergibt sich aus der Nutzung zweier Antikörper. Der Primärantikör-
per, der gleichzeitig als sekundäres Antigen fungiert und gegen ein Fluorochrom-Konjugat gerichtet
ist, kann infolgedessen in geringeren Mengen eingesetzt werden. Für eine hohe spezifische Fluores-
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zenz wurden in dieser Arbeit ein Fluorochrom-konjugiertes F(ab’)2-Antikörperfragment sowie ein
voradsorbierter Fluorochrom-konjugierter Sekundärantikörper eingesetzt [178, 195].
7.1.1.4 PicoGreen®-Assay
Mithilfe von PicoGreen®-Reagenz besteht die Möglichkeit, freie dsDNA zu quantifizieren (s. 5.2.1).
Anhand dieses Verfahrens wurde das Ausmaß der Nekrose nichtinfizierter und HCMV-infizierter
Caco-2 in Gegenwart von serumarmen Medium und den Proteasominhibitoren der entsprechenden
Zellkulturüberstände vergleichend analysiert. Die Durchführung des Tests erfolgte in Anlehnung an
Quant-iT
™
PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits (Invitrogen™). Der Vorteil des hochempfindlichen
Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen® besteht darin, dass dieser vorzugsweise in dsDNA interkaliert
mit einer Erhöhung der Fluoreszenzintensität um den Faktor > 1 000 und somit kleine Mengen an
DNA erfasst und quantifiziert. Der Farbstoff ist gegenüber Bindungen an ko-extrahierte Substanzen
resistent. Hintergrundstörungen durch RNA sind nicht ausgeschlossen [172, 173].
7.1.1.5 Kommerzielle Tests
Die im Methodenteil vorgestellten kommerziellen Tests zur vergleichenden Überprüfung zeitab-
hängiger apoptotischer oder zytotoxischer Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2
bei Anwesenheit von serumarmen Medium sowie den Proteasominhibitoren wurden gemäß den
Herstellerangaben durchgeführt bzw. nach Absprache modifiziert. Die Auswahl der Testverfahren
richtete sich nach dem Anspruch einer etablierten quantitativen Methode mit hoher Empfindlichkeit,
Spezifität, Reproduzierbarkeit sowie Effizienz, bei der die Ergebnisse durch zusätzliche Verfahren
verifiziert, spezifiziert oder ergänzt werden können.
Cell Proliferation Kit II (XTT)
Die Bestimmung der zytotoxischen Wirkung von Proteasominhibitoren bei den nichtinfizierten
Caco-2 erfolgte mittels Cell Proliferation Kit II (XTT) (Roche Diagnostics GmbH) (s. 5.1.7).
Scudiero et al. (1988) beschrieben erstmalig mit Anwendung des löslichen XTT einen nichtradio-
aktiven, effizienten sowie hinsichtlich toxischer Lösungsmittel sicheren Assay bei Überlegenheit
gegenüber dem 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)-Assay [196].
Der Hersteller verweist auf Jost et al. (1992) hinsichtlich einer nichtradioaktiven Alternative zu dem
[51Cr]-Release-Zytotoxizitätstest. Die Sensitivität des XTT-Assays ist derjenigen des radioaktiven
Assays entsprechend. Der XTT-Assay weist jedoch eine signifikante niedrigere Inter- und Intra-Test-
Variabilität sowie einen niedrigeren Hintergrund auf, insbesondere nach Langzeitinkubation [197].
Hinweise deuten darauf, dass Veränderungen der Zellkulturumgebungen wie die Glukosezufuhr




Das Verfahren der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie, entwickelt von Dittrich und Göhde
(1968) [199], wurde genutzt, um virale Proteine (s. 5.5.1) sowie apoptotische/nekrotische Effekte
nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 bei Anwesenheit von serumarmen Medium und den
Proteasominhibitoren zeitabhängig zu analysieren (s. 5.5.2). Das BD FACSCalibur™-System bietet
dabei die Möglichkeit virale Proteine wie auch frühapoptotische, spätapoptotische/nekrotische
und vitale Zellen, durch Verwendung von spezifischen Fluorochromen [200], zu separieren und
zu detektieren. Die Vorteile des Verfahrens umfassen die Schnelligkeit der Analyse sowie die
Objektivität und Reproduzierbarkeit der Messergebnisse [185, 186]. Als nachteilig erweist sich die
kostenintensive Anschaffung, die sich durch die Arbeitsgruppen-übergreifende Nutzung relativiert,
welches auch für die zur Auswertung der Daten benutzte Software zutrifft.
JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit
Die Veränderung des ∆ΨM, analysiert durch den Membran-permeierenden JC-1-Farbstoff (Cayman
Chemical Company) [170, 171] (s. 5.1.8), charakterisiert eines der sehr frühen Ereignisse in der
Apoptose-Kaskade [168] mit Porenbildung in der Mitochondrienmembran und Freisetzung von
Cytochrom c sowie weiterer Proteine aus dem Innenmembranraum in das Cytosol [169]. In Abhän-
gigkeit vom elektrochemischen Gradienten kann der Farbstoff als Aggregat oder Monomer vorliegen.
Durchflusszytometrische Experimente ergaben, dass JC-1 im Vergleich zu den Farbstoffen Rhoda-
min132 (R132) und 3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3)) zuverlässiger für die Analyse
von ∆ΨM-Veränderungen war, während die anderen Farbstoffe eine niedrigere Sensitivität (R123)
oder ein nichtkohärentes Verhalten aufgrund einer hohen Empfindlichkeit gegenüber Veränderungen
des Plasmamembranpotentials (DiOC6(3)) zeigten [170, 201]. Für die Fluoreszenz-Analyse sowie
Ratio-Berechnung kam ein Mikroplattenleser zur Anwendung. Dieses Verfahren erwies sich im
Hinblick auf die Durchflusszytometrie insofern überlegen, als dass die zur Infektion eingesetzten
Virussuspensionsvolumina sowie Verbrauchsmaterialien erheblich reduziert werden konnten.
Cell Death Detection ELISAPlus
Dem Hersteller zufolge basiert der oben erwähnte ELISA (Roche Diagnostics GmbH) (s. 5.4.2)
auf einem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-Prinzip unter Nutzung von monoklonalen
Maus-Antikörpern, die gegen DNA bzw. Histone gerichtet sind. Dadurch wird die spezifische
Bestimmung von Mono- und Oligonukleosomen in der zytoplasmatischen Fraktion von Zelllysaten,
in dieser Arbeit untersucht, ermöglicht. Die Spezifität des Tests ist durch die Verwendung des Anti-
Histon-Biotin-Antikörpers, der an die Histone H1, H2A, H2B, H3 sowie H4 verschiedener Spezies
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bindet, und des Anti-DNA-POD-Antikörpers, der mit ein- und doppelsträngiger DNA reagiert,
gegeben [181].
7.1.1.6 Statistische Anwendung
Die Auswahl der Stichprobe war in dem zu untersuchenden Merkmal begründet. Diesbezüglich
erfolgte der Vergleich der HCMV-Infektion der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 (Behandlungs-
gruppe) mit den nichtinfizierten Zellen (Kontrollgruppe). Anti- oder proapoptotische und jeweils
nekrotische sowie antivirale Effekte, die durch HCMV und/oder dem Agens Bortezomib indu-
ziert werden könnten, wurden gleichfalls verglichen. Verfälschungen von Ergebnissen durch einen
möglichen Einfluss der Lösungsmittel der Agenzien konnten durch deren Mitführung bei den Expe-
rimenten eliminiert werden. Die Zuhilfenahme der Zelllinie HELF Fi301, des Proteasominhibitors
(S)-MG132, des Apoptose-Kontrollagens Staurosporin sowie der entsprechenden Negativ- oder
Test-Positiv-Kontrolle sollte die Validität der Experimente gewährleisten. Die korrekte Durchfüh-
rung der Methoden unterstützte die Vermeidung von systematischen Fehlern. Die Anwendung
etablierter Methoden und kommerzieller Tests konnten die Wahrscheinlichkeit, dass das zu unter-
suchende Merkmal auch wirklich bestimmt wird, untermauern. Die Reliabilität wurde durch die
Wiederholung der Methode geprüft. Um signifikante Unterschiede zwischen den gegenübergestell-
ten Gruppen zu prüfen, kam die Durchführung des ungepaarten, zweiseitigen t-Tests nach Student
mit den gewonnenen Daten zum Einsatz [202].
7.1.2 Etablierung von Grundlagen für verschiedene Methoden
7.1.2.1 Infektion der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit dem GCV-resistenten klinischen
HCMV-Isolat
Hinsichtlich der Infektion der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit dem GCV-resistenten klinischen
HCMV-Isolat konnten Jarvis et al. (1999) am Tag 8 nach Infektion der Zellen mit dem HCMV-
Stamm Towne anhand der Expression von IE2-86 zeigen, dass für eine maximale HCMV-Infektion
frühere Stadien der Zelldifferenzierung (transepithelial resistance (TER): ≤ 250Ω x cm2; unge-
fähr 40 % IE2-86-positive Zellen) geeigneter sind als spätere (TER: 350Ω x cm2; 1,8 % IE2-86-
positive Zellen) und somit die Infektion vom Differenzierungszustand der Caco-2 abhängig sei [203].
Esclatine et al. (2000), welche die Zellen mit dem Laborstamm AD169 infizierten, widerlegten
dies mit der Argumentation, dass die Infektion der Caco-2 möglicherweise mit dem verwendeten
HCMV-Laborstamm zusammenhängt. Laborstämme weisen im Vergleich zu klinischen Isolaten
Deletionen in ihren viralen Genomen auf [151]. Zudem berichteten die Autoren, dass die HCMV-
Infektion überwiegend an der basolateralen Zellmembran polarisierter Caco-2 erfolgt [151, 203].
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Esclatine et al. (2000) konnten des Weiteren darstellen, dass die Vorbehandlung des Monolayers
mit EGTA die HCMV-Infektion der Caco-2 erhöht, da der Ca2+-Chelator die Zonulae occludentes
(tight junctions) von polarisierten Zellen trennt (s. Abb. 5.1), untersucht durch Pitelka et al. (1983)
[166], und somit der laterale Pol der Zellen freilegt wird [151]. Jarvis et al. (1999) diskutieren
dazu, dass der Verlust der tight junctions zu einer Reorganisation von intrazellulären Komponenten
wie Aktin und Mikrotubuli führt, welche für den gezielten Transport der in die Zelle eintretenden
Virionen zum Zellkern erforderlich sein könnten [203].
Anzumerken sei, dass hinsichtlich der lateralen Ausbreitung der Nachkommenviren von Zelle
zu Zelle bei polarisierten Epithelzellen Unterschiede bestehen. Bei der Kolonkarzinomzelllinie
Caco-2 erfolgte im Vergleich zu der humanen adult retinal pigment epithelial (ARPE)-19-Zelllinie
keine Ausbreitung der Nachkommenviren von Zelle zu Zelle. ARPE-19, eine nichtimmortalisierte
Zelllinie mit begrenzter Passage, war bis zu den Studien mit der Zelllinie Caco-2 die einzige
charakterisierte Epithelzelllinie, von der bekannt war, dass sie für eine HCMV-Infektion permissiv
ist [203]. Weiterhin scheinen Unterschiede in Bezug auf die Produktion von Nachkommenviren bei
der Zelllinie Caco-2 mit den verwendeten HCMV-Stämmen zusammenzuhängen. Jarvis et al. (1999)
zeigten, dass eine basolaterale Infektion der Caco-2 mit dem Towne-Stamm (MOI = 25) produktiv
ist, wobei es lediglich bei einem Bruchteil der infizierten Zellen zu einer produktiven Infektion
kam (> 20 d p. i.). Die Nachkommenviren sind intrazellulär lokalisiert und werden aus der apikalen
Membrandomäne freigesetzt [203]. Demgegenüber konnten Esclatine et al. (2000) nach Infektion
der Caco-2 mit dem HCMV-Laborstamm AD169 (MOI = 0,2; 1; 2) keine produktive Virusinfektion
nachweisen, weder bei früheren noch späteren Stadien der Zelldifferenzierung (2-24 d p. i.) [151].
In dieser Arbeit erfolgte für die experimentelle HCMV-Infektion die Verwendung definierter
Zellzahlen im Gegensatz zu der oben erwähnten direkten basolateralen oder TER-abhängigen
Infektion. Für die Einstellung der Zellzahlen wurde, entsprechend dem Proliferationsverhalten der
Caco-2 (s. Anhang, Abb. 9.1 A), die anfänglich verminderte Proliferation berücksichtigt, so dass
nach 48 h eine Konfluenz von ca. 85–90 % vorlag. Darüber hinaus erfolgte im Anschluss für 24 h die
Zellkultivierung in Gegenwart von 1 % (v/v) FCS-EMEM, um eine Zellzyklus-Synchronisation zu
erreichen [165]. Unter Einbeziehung aufgeführter Erkenntnisse kamen für eine verbesserte Infektion
die Behandlung der Caco-2 mit EGTA für 1 h sowie die Verwendung einer hohen MOI (30), in
Anlehnung an Jarvis et al. (1999), welche die Zellen, wie vorgenannt, mit dem HCMV-Stamm
Towne sowie HCMV-green fluorescent protein (GFP)-Toledo (Stamm HV5.111) mit einer MOI von
25 basolateral erfolgreich infizierten [203], zur Anwendung. Um die Virusadsorption zu verbessern,
wurden die Zellen während der Infektionszeit zusätzlich für 45 min sedimentiert (1 215 x g) [151].
Der Nachweis sehr früher (IE1, IE2) viraler Proteine, des frühen (pUL44) sowie des späten
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(pp28) viralen Proteins erfolgte qualitativ unter Anwendung der indirekten Immunfluoreszenz (IE1,
pUL44, pp28) sowie quantitativ anhand des Plaquereduktionsassays (IE1/IE2) (s. 7.2.1) und der
Durchflusszytometrie (IE1/IE2, pp28) (s. 7.1.2.2).
7.1.2.2 Quantitative Analyse viraler Proteine der HCMV-infizierten
Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mittels Durchflusszytometrie
Die Etablierung der durchflusszytometrischen Quantifizierung der sehr frühen viralen Proteine
IE1/IE2 (s. Abb. 6.1 B) und des späten viralen Tegumentproteins pp28 bei 7-tägiger Gegenwart
von serumarmen Medium (s. Abb. 6.1 C) erfolgte modifiziert nach Wiebusch und Hagemeier
(2014) [187] gemäß dem Protokoll zur Analyse der Zellzyklus-abhängigen HCMV-Gen-Expression
(s. 5.5.1). Das Thymidin-Analogon 5-Ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) und die Click-Chemie wer-
den dabei genutzt, um HCMV-nichtpermissive S-Phasenzellen auf schonende Weise zu markieren.
Dadurch wird ermöglicht, diese Zellen in späteren Phasen des viralen Replikationszyklus zu identi-
fizieren und ihre Gegebenheit in Bezug auf IE, frühe und späte Proteinexpressionen zu verfolgen.
Da sich in dieser Arbeit die Quantifizierung viraler Proteine auf eine Zellzyklus-unabhängige Ex-
pression, als erste Übersichtsdetektion, beschränkte, kam es nicht zu deren Anwendungen. Um
eine kostengünstige Methode zu gewährleisten, wurde zusätzlich auf die Click-Chemie verzich-
tet. Weitere Modifikationen beinhalten die 20-minütige Fixierung sowie die Resuspendierung der
Tumorzellen unter Nutzung von Einkanalpipetten mit den entsprechenden Pipettenspitzen bzw.
das Austesten verschiedener Primärantikörper mit den jeweiligen Titrationen. Der angegebene
Inkubationszeitraum der Zellen mit den spezifischen Antikörpern von 30–60 min wurde exakt
auf 60 min eingestellt. Da zur Sicherheit eine höhere Ausgangsgesamtzellzahl (2–3 x 106) für die
Untersuchung vorbereitet war, erfolgte deren Aufnahme in 150 µl PBS anstatt in 100 µl. Die Ver-
wendung eines Fluorochrom-konjugierten Sekundärantikörpers, dem Protokoll entsprechend, sollte
eine hohe Empfindlichkeit und Fluoreszenzspezifität gewährleisten. Durchflusszytometrisch kamen
je Probenansatz 1 x 105 Zellen (als 100 % definiert) zur Analyse.
Anhand der oben beschriebenen Methode erfolgte zudem die Überprüfung der Expression von
pp28 bei den nichtinfizierten und infizierten Caco-2 nach 7-tägiger Behandlung mit der EC75-Kon-
zentration von Bortezomib (5,51 nM) sowie (S)-MG132 (157 nM). Für (R)-MG132 wurde dieselbe
EC75-Konzentration eingesetzt wie für (S)-MG132. Die Abbildung 7.1 zeigt, ebenso wie die Abbil-
dung 6.1 C, die signifikante gering höhere pp28-Expression infizierter Caco-2 (infizierte Medium-
Kontrolle), bei serumarmer Medium-Behandlung, gegenüber derjenigen der nichtinfizierten Zellen
(nichtinfizierte Medium-Kontrolle). Für Bortezomib wie auch (S)-MG132 konnte bei den infizierten
Caco-2 kein signifikanter Nachweis der pp28-Expression sowohl im Vergleich zu der nichtinfizier-
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ten Medium-Kontrolle als auch zu den entsprechend behandelten nichtinfizierten Zellen erbracht
werden. (R)-MG132, welches im Rahmen der EC50-Bestimmung zu keiner Plaquereduktion führte
(s. Anhang, Abb. 9.2 C, D), zeigte jedoch einen gering höheren Effekt. Weiterhin lag ein gering



















































Abb. 7.1 Quantitativer Nachweis des viralen Proteins pp28 der HCMV-infizierten Caco-2 bei Anwesenheit ver-
schiedener Proteasominhibitoren
Nach 7 d p. i. wurden die mit serumarmen Medium, Bortezomib (5,51 nM (EC75)) sowie (S)-MG132 (157 nM
(EC75)) und (R)-MG132 (dieselbe EC75-Konzentration wie (S)-MG132) behandelten nichtinfizierten sowie HCMV-
infizierten (MOI = 30) Caco-2 fixiert und anschließend mit dem Primärantikörper CMV pp28 (5C3) sowie dem
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörper Anti-Maus/Alexa Fluor 488 inkubiert. Unter Nutzung des BD
FACSCalibur™ erfolgte die durchflusszytometrische Quantifizierung des späten Tegumentproteins pp28. Die Ergebnisse
repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten für Bortezomib sowie von
zwei unabhängigen Experimenten für (S)-MG132 und (R)-MG132. Medium-Kontrolle s. ebenso Abb. 6.1 C.
der infizierten Medium-Kontrolle vor, (R)-MG132 zeigte einen gegensätzlichen Trend (s. Abb. 7.1).
Die Ergebnisse, sowohl für Bortezomib als auch für (S)-MG132, wurden bezüglich der quantifizier-
ten relativ niedrigen pp28-Expressionsrate der Medium-behandelten infizierten Caco-2 gegenüber
derjenigen der nichtinfizierten Medium-Kontrolle durch die indirekte Immunfluoreszenz überprüft.
Für die jeweilige EC75-Konzentration konnte bei den infizierten Caco-2 im Vergleich zu der infizier-
ten Medium-Kontrolle (s. Anhang, Abb. 9.5 A; C) keine Expression von pp28 nachgewiesen werden
(s. Anhang, Abb. 9.5 A; I, O), die entsprechende EC50-Konzentration führte jedoch zu einer gerin-
gen Expression (s. Anhang, Abb. 9.5 A; F, L). Gegenüber der Kontrolle akkumulierte zudem pUL44
bei Präsenz beider EC-Konzentrationen in kleineren bis punktförmigen Prä-Replikationszentren
(s. Anhang, Abb. 9.5 A; E, H, K, N). Weiterhin war die Anzahl IE1/IE2-positiver Zellen verringert
(s. Anhang, Abb. 9.5 A; D, G, J, M). Die Medium-behandelten infizierten HELF Fi301 zeigten die
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jeweiligen viralen Proteine erwartungsgemäß (s. Anhang, Abb. 9.5 A; P, Q, R). Die nichtinfizierten
entsprechend behandelten Zelllinien sind im Anhang, Abbildung 9.5 B, zu ersehen.
Zusammenfassend schienen hinsichtlich der Ergebnisse die etablierten Grundlagen geeignet zu
sein, um quantitativ durchflusszytometrisch die Expression viraler Proteine bei der Kolonkarzinom-
zelllinie Caco-2 nachweisen zu können. Es ist anzumerken, dass bei den mit dem spezifischen Pri-
märantikörper CMV pp28 (5C3) gegen das virale späte Tegumentprotein pp28 inkubierten Caco-2
durchflusszytometrisch Autofluoreszenzen analysiert wurden, welches zu einer inkorrekten Ergeb-
nisinterpretation führen könnte. Die Austestung von Antikörpern, eine hohe Probenanzahl sowie
die Bestimmung der Nachweisgrenze wären u. a. zu empfehlen, um die Methodik zu optimieren.
7.1.2.3 Erleichterte Infektion der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit dem GCV-resistenten
klinischen HCMV-Isolat durch primäre Fibroblasten
Im Gegensatz zu den Vorbehandlungen der Caco-2 (s. 7.1.2.1) für die HCMV-Infektion mithilfe
einer Virussuspension kamen für die Etablierung der erleichterten Infektion durch die Ko-Infektion
mit primären HCMV-infizierten Fibroblasten frisch geerntete sowie nichtvorbehandelte Caco-2
konventioneller Kultivierung zum Einsatz. Hinsichtlich des Nachweises viraler Proteine durch
ein entsprechendes Messverfahren und Herausarbeiten eines Effektes erfolgte die Mischung von
Caco-2 mit infizierten Fibroblasten in einem Verhältnis von 2 : 1. Gleichermaßen wurden Caco-2
mit nichtinfizierten Fibroblasten gemischt (Ko-Kultur). Um die Infektionsrate mittels Expressions-
rate von IE1/IE2 der Ko-Kultur optimal überprüfen zu können, wurden die Caco-2-Mono-Kultur
(Kontrolle) wie auch die Ko-Kultur mit einer Virussuspension niedrigen Titers (MOI = 30) infiziert.
Die Ernte HCMV-infizierter Fibroblasten für die Ko-Infektion erfolgte gerade bei einem CPE von
100 %, wobei zu diesem Zeitpunkt die Mono- wie auch die Ko-Kultur in Parallelansätzen für deren
gleichzeitige Infektion vorbereitet sein mussten. Durch das prozentuale Verhältnis der quantifi-
zierten Gesamtplaques der Ko-Kultur sowie Ko-Infektion zu denjenigen der Mono-Kultur, unter
Nutzung des Plaquereduktionsassays, konnte die jeweilige Rate der Gesamtinfektion ermittelt wer-
den. Die Verwendung definierter Gesamtzellzahlen erlaubte durch lichtmikroskopische Schätzung
der Gesamtkonfluenz erste indirekte Aussagen zum Gesamtproliferationsverhalten der Ko-Infektion
(s. 7.2.5).
Eine initiale Prüfung der Reliabilität der angewendeten Methoden erfolgte durch Messwieder-
holungen. Insgesamt wurde die zu dieser Zeit aktuellste Software für die Analyse von durchflusszy-
tometrischen Daten sowie für die statistische Auswertung genutzt.
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7.2 Diskussion der Ergebnisse
7.2.1 Die Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 ist permissiv für das GCV-resistente
klinische HCMV-Isolat
Die Permissivität der Caco-2 für HCMV, als Voraussetzung für die Untersuchungen zum Apoptose/
Nekrose-Verhalten bei Anwesenheit von HCMV und/oder Bortezomib, konnte gezeigt werden.
Qualitativ mithilfe der indirekten Immunfluoreszenz wurde die Expression des viralen sehr frühen
(IE1), des frühen (Prozessivitätsfaktor pUL44) sowie des späten (Tegumentprotein pp28) Proteins
nach 7 d p. i. nachgewiesen (s. Abb. 6.1 A). Für den Vergleich und die indirekte Bestätigung der
sehr stark höheren Plaqueanzahlen Proteasominhibitor-unbehandelter infizierter Caco-2, verglichen
mit den entsprechenden nichtinfizierten Zellen mittels Plaquereduktionsassays im Rahmen der
EC50-Bestimmungen (s. Anhang, Abb. 9.2), sowie für die Bestätigung der Expression von pp28
anhand der indirekten Immunfluoreszenz (s. Abb. 6.1 A; H, I) erfolgten die durchflusszytometri-
schen Quantifizierungen von IE1/IE2 und pp28. Die nachgewiesene hohe Infektionsrate mittels
IE1/IE2-Expressionsrate (rund 71 %) infizierter Caco-2 (s. Abb. 6.1 B) verifizierte das Ergebnis der
oben erwähnten Methode. Benz et al. (2001) ermittelten durch die Immunfluoreszenz 72 h nach
Infektion des subkonfluenten Caco-2-Monolayers mit dem HCMV-Laborstamm AD169 (MOI = 10;
Sedimentation bei 800 x g, 30 min) mehr als 60 % IE1-72-positive Zellen [165]. Der quantitative
Nachweis der Expression von pp28 (1,3 %) bei den infizierten Caco-2 (s. Abb. 6.1 C) war ebenso
mit dem Ergebnis der vorgenannten Methode zu vereinbaren. Eine durchflusszytometrische Analy-
se nach Inkubation infizierter Caco-2 mit dem monoklonalen Mausantikörper CMV gB (1-M-12)
ergab eine Expressionsrate des Glykoproteins gB, die um ungefähr 6,7 % erhöht war gegenüber
derjenigen der nichtinfizierten Zellen (n = 1, Graph nicht gezeigt).
Zusammenfassend konnte der Nachweis der Permissivität der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
für das GCV-resistente klinische HCMV-Isolat erbracht werden.
7.2.2 Inhibitorischer Effekt von Bortezomib auf die Replikation des
GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolats bei der Kolonkarzinomzelllinie
Caco-2
Jüngere Studien konnten für HCMV zeigen, dass die Inhibition der Proteasomaktivität durch den
Proteasominhibitor MG132 die Hemmung der Virusreplikation bei den Fibroblasten zur Folge
hat [149, 191]. Um einen antiviralen Effekt von Bortezomib sowie (S)-MG132 gegen das GCV-
resistente klinische HCMV-Isolat bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 zu untersuchen, wurde
zunächst mithilfe von Plaquereduktionsassays die 50%ige effektive Konzentration (EC50), bei
welche die Virusreplikation um 50 % gegenüber der Proteasominhibitor-unbehandelten infizierten
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Kontrolle (als 100 % definiert) reduziert ist, nach 7 d p. i. bestimmt. Sowohl für Bortezomib als auch
für (S)-MG132 konnte durch Reduktion der Anzahl von Plaques der Nachweis erbracht werden, dass
mit steigender Konzentration die HCMV-Replikation verringert wird (s. Anhang, Abb. 9.2 A, B).
Der anti-HCMV-Effekt der Proteasominhibitoren entspricht den Beobachtungen für MG132 durch
Kaspari et al. (2008) bei den mit dem HCMV-Laborstamm AD169 infizierten Fibroblasten [149].
Interessanterweise erwies sich Bortezomib sehr stark effektiver (rund 25 Mal) gegenüber (S)-MG132
(s. Tab. 6.1). Die Ergebnisse zeigten, dass die Proteasominhibitoren bei der Kolonkarzinomzelllinie
ebenso, wie bei der Fibroblastenzelllinie, Einfluss auf die HCMV-Infektion nehmen können. Ur-
sächlich kann dies einerseits auf die Hemmung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) beruhen,
andererseits könnten zudem zytotoxische Nebeneffekte involviert sein, die durch Proteasomin-
hibitoren initiiert werden. Der ermittelte CC50-Wert für Bortezomib war stark vermindert (um
ungefähr 2/3) gegenüber dem Wert für die EC50, für (S)-MG132 ließen sich annähernd identische
Werte bestimmen (s. Tab. 6.1). Damit war der Selektivitätsindex (SI)-Wert für (S)-MG132 bei der
Karzinomzelllinie stark vermindert (um rund 5/6) im Vergleich zu demjenigen bei der Nichtkarzi-
nomzelllinie [149]. Die gewonnenen Ergebnisse können mit den Ergebnissen präklinischer Studien
von Crawford et al. (2011), dass maligne Zellen, verglichen mit normalen Zellen, anfälliger für
zytotoxische Effekte der Proteasomhemmung sind, vereinbart werden. Die Mechanismen hinter der
höheren Sensitivität von malignen Zellen sind jedoch unklar. Wahrscheinlich nutzen sie das Pro-
teasom, um Proliferation und antiapoptotische Wege zu regulieren. Da die meisten Karzinomzellen
stark proliferativ sind und demzufolge einen erhöhten Proteinsynthesebedarf haben, könnte dies zu
einer höheren Anfälligkeit für eine Proteasominhibition führen [147].
Zusammenfassend verdeutlichten die Ergebnisse, dass der inhibitorische Effekt des Proteasom-
inhibitors Bortezomib auf die Replikation des GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolats bei der
Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 vermutlich auf zytotoxische Nebeneffekte beruhte.
7.2.3 HCMV induziert zeitabhängig proapoptotische sowie antiapoptotische Effekte
bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
In der Literatur wurde in den letzten Jahrzehnten anhand von experimentellen Studien für HCMV,
bei persistierender Infektion [204], eine onkomodulierende Wirkung diskutiert. Als Tumor-Pro-
motor scheint HCMV wahrscheinlich eine Rolle bei der Pathogenese einiger humaner Tumore
(Prostatakarzinom, Hodgkin-Lymphom (insbesondere bei Epstein-Barr-Virus-negativen Fällen), ma-
lignes Gliom) [205–207], wie auch beim KRK [117], zu spielen. In-vitro- und In-vivo-Experimente
lassen vermuten, dass die durch HCMV induzierte Regulation von Transkriptionsfaktoren mit
Blockierung der Apoptose, Dysregulation zellulärer DNA-Reparatur-Mechanismen, Hochregula-
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tion der Expression des VEGF, Verstärkung des Zellwachstums und der Zellzyklusprogression,
Hemmung der Aktivität von Tumorsuppressorproteinen oder DNA-Mutationen für das Entstehen
von Malignitäten von Relevanz sein könnten sowie die Tumorprogression verstärken und/oder för-
dern [208–212]. Demgegenüber zeigten entsprechende Studien jüngerer Zeit einen durch HCMV
induzierten proapoptotischen Effekt. Die Apoptose war dabei assoziiert mit einer Reduktion des
antiapoptotischen Proteins Bcl-2 sowie verstärkten Spaltung der apoptotischen Proteine Caspase-3,
Caspase-9 sowie Caspase-8 [213–215].
In dieser Arbeit zeigten die Ergebnisse der Untersuchungen zum Apoptose/Nekrose-Verhalten
der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 bei Anwesenheit des GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolats,
dass nach 12-stündiger Behandlung der infizierten Zellen mit serumarmen Medium HCMV zu ei-
nem mittleren verminderten Effekt bezüglich der Rate der JC-1-Fluoreszenz-Ratio (J-Monomere /
J-Aggregate) gegenüber der nichtinfizierten Medium-Kontrolle führte. Dieser war ebenso nach 24 h
sowie 7 d nachweisbar (s. Abb. 6.8 A, 6.3 A). Durchflusszytometrisch konnte für HCMV nach der
4-stündigen entsprechenden Zellbehandlung ein geringer profrühapoptotischer wie prospätapopto-
tischer/pronekrotischer Effekt, verglichen mit der Kontrolle, analysiert werden (s. Abb. 6.7). Ab
12 h sowie nach 7 d war ein gleichermaßen gegenteiliger Trend erkennbar (s. Abb. 6.6; 6.2, links).
Im Vergleich dazu induzierte serumarmes Medium bei den nichtinfizierten Caco-2 einen leichten,
im Untersuchungszeitraum zunehmenden, prospätapoptotischen/pronekrotischen Effekt. Die Raten
Histon-assoziierter DNA-Fragmente sowie dsDNA-Konzentrationen unterstützten die für HCMV
oben dargestellte Tendenz (s. Abb. 6.9 A, 6.10 A, 6.4 A). Bezüglich einer tumorigenen Wirkung
von HCMV zeigten Harkins et al. (2002), dass die Infektion (HCMV-Stamm Towne, MOI = 1) nach
48 h p. i. in eine erhöhte Expression von COX-2 und des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 bei den
Caco-2, die IE1-72 exprimierten, gegenüber den nichtinfizierten benachbarten Zellen oder mock
resultierte, welches ein Fortschreiten der Tumorprogression durch Förderung der Angiogenese
und Tumorzellinvasion impliziert [117]. Die konstante, über 50%ige Verminderung der Rate der
JC-1-Fluoreszenz-Ratio lässt eine Stabilisation des ∆ΨM vermuten und stützt somit indirekt das
oben erwähnte Ergebnis für Bcl-2. Residierendes Bcl-2 schützt die Integrität der äußeren Mitochon-
drienmembran und zeigt in vivo bei Überexpression onkogenes Potential durch Suppression der
Apoptose. An dieser Stelle sei anzumerken, dass neben der Kernhülle und dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) [216] der residierende Ort von Bcl-2 in der Mitochondrienmembran kontrovers
diskutiert wird [169].
Hinsichtlich antiapoptotischer Mechanismen von HCMV zeigten die Ergebnisse von Yu und
Alwine (2002) nach Experimenten mit der temperatur-sensitiven baby hamster kidney (BHK-21
ts13, fibroblast cells)-Zelllinie in vitro, dass die HCMV-major immediate-early proteins (MIEPs)
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IE1-72 und IE2-86 über die Stimulierung des phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Signalweges
die zelluläre Kinase Akt (Proteinkinase B) aktivieren, wodurch die Apoptose gehemmt wird. Da
beide Proteine 85 identische Aminosäuren am N-Terminus besitzen, besteht die Möglichkeit, dass
diese Region die Apoptose-Inhibitionsfunktion vermittelt. Der Akt-Signalweg wurde ursprünglich
als wichtiger Regulator der Glukoseaufnahme und des Metabolismus untersucht, der durch Insulin,
Insulin-like growth factors (IGF) und andere Wachstumsfaktoren stimuliert wird. Interessanterweise
ist der Akt-Signalweg zusätzlich ein allgemeiner Vermittler des Zellüberlebens. Sobald die Akt akti-
viert ist, kann es eine Reihe von Faktoren wie zum Beispiel Bcl-2 antagonist of cell death (Bad) oder
Caspase 9 phosphorylieren, um das Überleben der Zelle zu gewährleisten [217]. Damit lässt sich ein
Zusammenhang zu den Studien von Itoh et al. (2002) vermuten. Deren Ergebnisse deuten nach Un-
tersuchungen von 65 Gewebeproben (von Patienten mit KRK) und zwei Kolonkarzinomzelllinien,
dass die Aktivierung der Akt eine Rolle bei der Progression des KRK spielt, indem die Zellproli-
feration gefördert und die Apoptose inhibiert wird [218]. An einem In-vivo-Experiment konnten
Bongers et al. (2010) demonstrieren, dass HCMV-Genprodukte wie der cytomegalovirus-encoded
chemokine receptor US28 in der Lage sind, den PI3K/Akt- sowie den Wnt/β -Catenin-Signalweg
zu aktivieren. Die Stimulierungen sind mit einer erhöhten Zellproliferation assoziiert, die über die
Entwicklung von hyperplastischem Darmepithel in ein Adenokarzinom mündet [219].
Für die Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 konnten, bezüglich einer Tumorzell-Virus-Interaktion,
zum Beispiel Zhirnov und Klenk (2003) mit der Influenza A-vermittelten Apoptose-Resistenz einen
möglichen Mechanismus darstellen, welcher nach Infektion der Zellen keine Apoptose sondern
Nekrose induziert. Dabei fiel auf, dass ein sichtbarer CPE erst nach 42–45 h p. i. auftrat mit einem
10–30%igen Anteil avitaler Zellen, der nach 70 h p. i. 60–80 % betrug. Im Gegensatz dazu lag die
Rate avitaler Zellen der Madin-Darby canine kidney (MDCK, epithelial cells)- und African green
monkey kidney fibroblast cells (CV-1)-Zelllinie schon frühzeitig nach 20–22 h p. i. bei 80–90 %.
Betreffend die Dominanz nekrotischer Marker vermuten die Autoren, dass die Nekrose auf eine in-
suffiziente oder verzögerte Signalisierung der Caspase-Aktivierung basiert [220]. Guix et al. (2004),
die den Nachweis einer 70%igen Apoptose, Caspase 8-abhängig, der mit dem Astrovirus mit einer
MOI von 5 infizierten Caco-2 nach 72 h p. i. erbrachten, erklärten die unvollständige Apoptose mit
einer Abhängigkeit von verschiedenen Virusreplikationsstadien verbunden mit einer zu geringen
Menge an Apoptose-induzierenden Virusproteinen sowie die Induktion viraler apoptotischer Inhi-
bitoren. Das komplizierte Gleichgewicht zwischen den viralen sowie zellulären proapoptotischen
und antiapoptotischen Stimuli kann intrazellulär über Tod oder Überleben der Zelle entscheiden,
wobei der Differenzierungszustand der Caco-2 von Bedeutung ist. Eine Vielzahl von Viren, DNA-
wie RNA-Viren, haben Strategien entwickelt, die es ihnen erlauben, in Abhängigkeit von ihrem
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Replikationszyklus, Apoptose sowohl zu induzieren als auch zu inhibieren [221].
Zusammenfassend konnte aus den Ergebnissen der Experimente geschlussfolgert werden, dass
das GCV-resistente klinische HCMV-Isolat bei zunehmender unveränderter Behandlung der Ko-
lonkarzinomzelllinie Caco-2 mit serumarmen Medium einen geringen antiapoptotischen Effekt
bewirkte, wobei vermutlich frühzeitig das mitochondriale Membranpotential stabilisiert wurde.
7.2.4 Bortezomib induziert zeitabhängig antiapoptotische sowie proapoptotische
Effekte bei der HCMV-infizierten und nichtinfizierten Kolonkarzinomzelllinie
Caco-2
Mithilfe zahlreicher experimenteller Studien konnte nachgewiesen werden, dass der potente und
selektive Proteasominhibitor Bortezomib bei unterschiedlichen Tumorzelllinienmodellen und
Xenograft-Mausmodellen, ebenso beim Kolonkarzinomzelllinie (LoVo)-Xenograft-Mausmodell,
antiproliferativ und proapoptotisch über die Stabilisierung von CDK-Inhibitoren sowie des Tumor-
suppressorproteins p53, des NF-KB-Inhibitors IKBα oder des proapoptotischen Proteins Bax wirkt.
Durch die dabei aktivierte JNK kann die Apoptose-Kaskade einleitet werden [134, 137, 147, 222].
In dieser Arbeit wurde der apoptotische Einfluss von Bortezomib sowohl bei der nichtinfizierten
als auch bei der HCMV-infizierten Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 untersucht. Es konnte der Nach-
weis erbracht werden, dass Bortezomib in dem Untersuchungszeitraum (12 h, 24 h, 7 d) bei den
infizierten Zellen im Vergleich zu der jeweiligen infizierten Kontrolle keine proapoptotische Wir-
kung in Form einer Veränderung des ∆ΨM zeigte. Gegenüber der nichtinfizierten Kontrolle als auch
den entsprechend behandelten nichtinfizierten Caco-2 lagen zudem geringe bis starke inhibitori-
sche Effekte vor (s. Abb. 6.8 B, 6.3 B). Ein ebensolcher Trend, wobei die antiapoptotischen Effekte
geringer waren, konnte anhand der Durchflusszytometrie (s. Abb. 6.7, 6.6; 6.2, rechts) sowie den
Raten Histon-assoziierter DNA-Fragmente (s. Abb. 6.9 B, 6.4 B) analysiert werden. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass die Proteasomaktivität für die HCMV-Replikation bei der Kolonkarzinom-
zelllinie Caco-2 relevant war. Bortezomib, das laut Kisselev und Goldberg (2001) bevorzugt die
CT-L Proteasomaktivität hemmt [134], wird in seiner für nichtinfizierte Zellen proapoptotischen
Wirkung, die Inhibition der Degradation polyubiquitinierter Proteine, durch HCMV blockiert. Die
Ergebnisse von Tran et al. (2010) sowie Kaspari et al. (2008), welche eine Erforderlichkeit der Pro-
teasomaktivität für die Replikation von HCMV bei Fibroblasten, nach Untersuchungen mithilfe von
Proteasominhibitoren (MG132, Lactacystin), zeigten, erlauben eine Übereinstimmung [149, 223].
Des Weiteren zeigten die Ergebnisse der oben erwähnten Experimente für Bortezomib, bei
zunehmender Expositionsdauer, einen leichten antiapoptotischen Effekt bei den nichtinfizierten
Caco-2. Zugleich war sowohl bei den nichtinfizierten als auch bei den infizierten Zellen bei längerer
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Gegenwart von Bortezomib von einem zytotoxischen Einfluss auszugehen. Die durchflusszytome-
trisch detektierte leicht höhere Rate später Apoptose/Nekrose bei den nichtinfizierten und marginal
bei den infizierten Caco-2 sowie die durch den Trypanblau-Ausschlusstest nachgewiesene mitt-
lere Verminderung der Zellvitalität bei beiden Zellgruppen gegenüber derjenigen der jeweiligen
Lösungsmittel-Kontrolle ließen dies deuten (s. Abb. 6.2 B, C, rechts; 6.16 B, rechts). Die Effekte
der Proteasomhemmung, protektiv, proapoptotisch oder zytotoxisch, sind nach Kozuch et al. (2008),
Meiners et al. (2008) sowie Borissenko und Groll (2007) möglicherweise Tumorzellzyklus- und
Tumorzelltyp-spezifisch, mit dem entsprechenden Proliferationsstatus und Differenzierungsgrad,
bzw. von der Dosis und der Expositionszeit der Proteasominhibitoren sowie von der Metasta-
sierung abhängig [138, 224, 225]. Längere Expositionen der Proteasominhibitoren können laut
Kisselev et al. (2001) auf eine Vielzahl von Zellen zytotoxisch wirken [134]. Die Autoren (2006)
erreichten beispielsweise hinsichtlich der Zelltyp- und Substratprotein-Spezifität durch Untersu-
chungen der HeLa-Zelllinie eine nur 11–50%ige Reduktion des proteasomalen Abbaus der ent-
sprechenden Substratproteine durch eine kurzzeitige selektive Inhibition der CT-L Aktivität. Da
die Caspase- und Trypsin-ähnliche Aktivität des Proteasoms nur in einem geringen Ausmaß oder
kaum gehemmt wird [134], war durch die partielle Inhibition des Proteasoms die zytotoxische
Wirkung von Bortezomib auch bei hohen Konzentrationen eingeschränkt [226]. Demgegenüber
sind bei Myelomzellen vermutlich insbesondere die NF-KB-abhängige Proliferation sowie die hohe
und kontinuierliche Produktionsrate an falsch gefalteten Proteinen, defective ribosomal products
(DRiPs), für die Wirkung von Bortezomib entscheidend. Die Akkumulation der Proteinlast im
ER und im Zytoplasma triggert infolge des ER-Stresses die Induktion von Apoptose-Signalwegen
[226, 227]. Dieser Erfolg erbrachte dem Peptid-Boronat Bortezomib die klinische Zulassung initial
zur Behandlung von Patienten mit rezidivierenden und refraktären Multiplen Myelom, die mindes-
tens zwei Therapien erhalten haben und mit einer Krankheitsprogression auf die letzte Therapie
reagierten [137].
Bei den Untersuchungen fiel auf, dass die Zellen, Passage-abhängig, nach Aussaat für die
Experimente teilweise unterschiedlich schnell proliferierten, trotz gleichbleibender Zellkulturbe-
dingungen. Bei der beschleunigten Proliferation der Caco-2 war das vereinzelte Auftreten von
Domen (s. Abb. 4.1 C) lichtmikroskopisch sichtbar gegenüber der verzögerten Proliferation. Das
nachgewiesene unterschiedliche Proliferationsverhalten (s. Anhang, Abb. 9.1 A; Abb. 6.5 A) und
daraus resultierend der entsprechende Differenzierungszustand der Caco-2 könnten für den Ein-
fluss von serumarmen Medium und den Proteasominhibitoren bedeutsam sein. Die teilweise hohen
Standardabweichungen (s. Abb. 6.6 A, B) sowie der leichte Unterschied zwischen der Rate später
Apoptose/Nekrose der durchflusszytometrischen Analyse (s. Abb. 6.2 B, links) und der Rate der
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Gesamtvitalität, bestimmt anhand des Trypanblau-Ausschlusstests (s. Abb. 6.16 B, links), deuteten
nach 7-tägiger Behandlung nichtinfizierter Caco-2 mit serumarmen Medium darauf hin.
Zusammenfassend ließ sich aus den Untersuchungen schlussfolgern, dass Bortezomib, mit den
in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen, sowohl bei der nichtinfizierten als auch bei der
infizierten Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 bei zunehmender Expositionszeit einen leichten anti-
apoptotischen sowie gleichermaßen zytotoxischen Effekt induzierte. Die Wirkung von Bortezomib
auf sehr frühe Stadien der Apoptose-Kaskade wurde durch HCMV stabil blockiert. Somit schien
die Proteasomaktivität für die Replikation von HCMV bei den Caco-2 von Relevanz zu sein. Zudem
könnte die Wirkung von Bortezomib bei den nichtinfizierten sowie infizierten Caco-2 vom Prolife-
rationsverhalten sowie dem Differenzierungszustand beeinflusst werden.
7.2.5 Die Ko-Kultur der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 mit Fibroblasten induziert
verminderte proapoptotische Effekte
Das Tumorstroma von Kolonneoplasien besteht zu über 60 % aus unterschiedlich aktivierten Fi-
broblasten bzw. Myofibroblasten in Syncytium mit Immunzellen, Zellen der glatten Muskulatur,
Epithelzellen und Endothelzellen, die über parakrine Signale und der EZM mit den Tumorzellen
agieren [31]. Der Einfluss von Fibroblasten scheint bei der Karzinogenese entscheidend zu sein.
Einerseits kontrollieren sie im normalen Intestinalgewebe den Turnover der Epithelzellen, ande-
rerseits können sie, TGF-β -vermittelt, als aktivierte Myofibroblasten und CAFs die kolorektale
Karzinogenese, Progression und Malignität beeinflussen [30, 31, 33].
In dieser Arbeit wurden zunächst Effekte der HCMV-Infektion bei der Ko-Kultur (Caco-2 mit
Fibroblasten gemischt) und der Ko-Infektion (Caco-2 mit HCMV-infizierten Fibroblasten gemischt
(s. 7.1.2.3)) überprüft. Des Weiteren erfolgten Untersuchungen zum Einfluss längerer Expositions-
zeiten (7 d) von HCMV, bei unveränderter serumarmer Medium-Behandlung, und/oder Bortezomib
auf das Apoptose/Nekrose-Verhalten sowie auf die Proliferation der Ko-Kultur.
Die gewonnenen Ergebnisse zeigten für die Ko-Kultur sowie Ko-Infektion signifikante stark
höhere Gesamtinfektionsraten mittels IE1/IE2-Gesamtexpressionsraten gegenüber derjenigen der
Caco-2-Mono-Kultur (s. Abb. 6.12). Zudem demonstriert die Abbildung 6.13, dass die Ko-Infektion,
möglicherweise in Abhängigkeit von der Zellzahl und dem HCMV-Titer, entweder zu einer erhöhten
Proliferation und Infektion der Zellen (s. Abb. 6.13 D, E) oder zu einer ausgeprägten Zerstörung
des Zellmonolayers führte, im Sinne eines CPE (s. Abb. 6.13 A, B), welcher ab der 12. Stunde
p. i. lichtmikroskopisch ersichtlich war. Jarvis et al. (1999) konnten bei den Caco-2 einen CPE,
ab dem 12. Tag p. i. beginnend, durch Abnahme des TER und Vorhandensein von Löchern im
Zellmonolayer anhand der Immunfluoreszenz beobachten. Die Zellen wurden jedoch, wie bereits
95
Diskussion
erwähnt, basolateral mit dem HCMV-Stamm Towne (MOI = 25) infiziert [203].
Die Permissivität der Ko-Kultur für HCMV wurde anhand der Western-Blot-Analyse mit dem
Nachweis des viralen sehr frühen (IE1), des frühen (pUL44) sowie des späten (pp28) Proteins nach
7 d p. i. gezeigt (s. Abb. 6.14; Spur 9, 4). Für HCMV ergaben die Experimente mit einer gering
verminderten Gesamtexpression von Bax durch die Western-Blot-Analyse (s. Abb. 6.14; Spur 9, 4)
sowie der gleichermaßen verminderten gesamt-frühen Apoptose, durchflusszytometrisch detektiert
(s. Abb. 6.15 A, C, links), einen geringen antiapoptotischen Effekt bei der Ko-Kultur im Vergleich
zu der nichtinfizierten Ko-Kultur. Darüber hinaus führte HCMV bezüglich der Gesamtzellzahl bei
der Ko-Kultur zu einem mittleren verminderten Effekt gegenüber der entsprechenden nichtinfi-
zierten Kultur, bei der Mono-Kultur zu einem leicht verminderten Effekt (s. Abb. 6.16 A, links).
Kalejta et al. (2003) konnten bei Untersuchungen von Fibroblasten und einer nichtintestinalen
epithelialen Zelllinie zeigen, dass das virale Tegumentprotein pp71 den proteasomalen Abbau
hypophosphorylierter Proteine der retinoblastoma (Rb) protein family induziert und somit die Pro-
gression des Zellzyklus stimuliert [228]. Durch die Zellzyklusstimulation sowie den nachfolgenden
Arrest an der G1/S-Grenze [229, 230] ist HCMV in der Lage, Funktionen zellulärer Prozesse zu
modulieren.
Interessanterweise ließ sich überdies eine stark höhere Gesamtzellzahl bei der nichtinfizierten
Ko-Kultur, trotz 7-tägiger serumarmer Medium-Behandlung, vergleichend zu derjenigen der ent-
sprechenden Mono-Kultur nachweisen. Die Raten der Gesamtvitalität waren bei beiden Kulturen
annähernd identisch (s. Abb. 6.16 A, B, links). An dieser Stelle sei anzumerken, dass die 7-tägige
unveränderte serumarme Medium-Behandlung sowohl bei den nichtinfizierten als auch bei den
infizierten Fibroblasten keine nennenswerten proapoptotischen Effekte gegenüber den jeweiligen







































Abb. 7.2 Apoptose-Effekte nichtinfizierter und HCMV-infizierter Caco-2 sowie HELF Fi301 bei längerer Anwe-
senheit von serumarmen Medium detektiert mittels Cell Death Detection ELISAPlus
Nichtinfizierte und mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 bzw. 1 infizierte Caco-2
sowie HELF Fi301 wurden in Gegenwart von serumarmen Medium für 7 d kultiviert. Anschließend konnten die präsen-
tierten Absorptionen, welche proportional zu den Histon-assoziierten DNA-Fragmenten sind, nach Durchführung des
oben erwähnten ELISA am Mikroplattenleser Sunrise™ spektrophotometrisch detektiert werden. Die Positiv-Kontrolle
entsprach der Firmen-Positiv-Kontrolle. Die Ergebnisse von einem Experiment sind repräsentiert.
Die oben erwähnten Ergebnisse stehen im Einklang mit den Studien von Göke et al. (1998). Die Au-
toren konnten nach einer 24-stündigen direkten Ko-Kultivierung nachweisen, dass nichtintestinale
Fibroblasten die Proliferation der Caco-2 stimulieren, wenn auch in geringerem Maße im Vergleich
zu den intestinalen Fibroblasten, bei denen die Stimulierung über die Sekretion des HGF erfolgt.
Die Wirkung von HGF äußert sich in einer Förderung der Proliferation der Darmepithelzellen
vornehmlich im Kryptenbereich über den von der Epithelpopulation präsentierten HGF-Rezeptor
c-Met [33].
Die Ko-Kultur schien des Weiteren den Einfluss von Bortezomib bei längerer Anwesenheit zu
vermindern. Anhand der Western-Blot-Analyse konnte der Nachweis erbracht werden, dass der Pro-
teasominhibitor, bezüglich der Bax-Gesamtexpression, einen konzentrationsabhängigen geringen
antiapoptotischen Effekt bei den nichtinfizierten Ko-Kulturen sowie gleichermaßen proapoptoti-
schen Effekt bei den infizierten Ko-Kulturen, verglichen mit der entsprechenden Medium-Kontrolle,
induzierte (s. Abb. 6.14; Spur 4-6, 9-11). Durchflusszytometrisch ließ sich bei den nichtinfizierten
Ko-Kulturen ein konzentrationsabhängiger marginaler antifrühapoptotischer wie antispätapopto-
tischer/antinekrotischer Effekt im Vergleich zu der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle analysie-
ren. Bei den infizierten Ko-Kulturen war lediglich ein konzentrationsabhängiger geringer profrüh-
apoptotischer Effekt zu verzeichnen (s. Abb. 6.15 A, B, C, rechts). Leichte antiapoptotische Effekte
wurden durch den Trypanblau-Ausschlusstest für die Ko-Kultur im Vergleich zu der Mono-Kultur
gezeigt. Allenfalls die EC90-Konzentration von Bortezomib induzierte einen leichten proapopto-
tischen Effekt bei der infizierten Ko-Kultur gegenüber der jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle.
Sowohl bei der Mono- als auch bei der Ko-Kultur, nichtinfiziert wie infiziert, wirkte Bortezomib
mit Konzentrationsanstieg stark antiproliferativ (s. Abb. 6.16 A, B, rechts). Dass Bortezomib in
vitro eine Wachstumshemmung bei anderen humanen Kolonkarzinomzelllinien (LOVO, KM12L4,
WiDR, CCD841 sowie Colo320HSR, HT29, DLD1), in Abhängigkeit von der Konzentration und
Expositionsdauer, induzierte, wurde von Cusack et al. (2001) und Hong et al. (2012) berichtet
[222, 231]. Hong et al. (2012) wiesen zudem nach, dass die Antitumoraktivität von Bortezomib
auf die Induktion des G2/M-Zellzyklusarrestes beruhte. Dieser steht im Zusammenhang mit einer
erhöhten Produktion von intrazellulären reactive oxygen species (ROS), was auf die Inhibierung des
Proteasoms zurückzuführen war. DNA-Schäden durch ROS aktivieren den ataxia telangiectasia
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mutated (ATM)-cell cycle checkpoint kinase 1 (CHK1) Signalweg, welcher eine Schlüsselrolle
beim G2/M-Zellzyklusarrest spielt [231]. Demgegenüber konnten Mackay et al. (2005) in einer
nichtrandomisierten Phase-II-Studie bei metastasierendem Kolorektalkarzinom zeigen, dass Bor-
tezomib als Einzelwirkstoff inaktiv war [232]. In einer folgenden randomisierten Phase-II-Studie
stellte Kozuch et al. (2008) ebenso die Unwirksamkeit von Bortezomib als Monowirkstoff sowie in
Kombination mit dem Zytostatikum Irinotecan bei Patienten mit rezidivierenden bzw. refraktären
KRK dar. Die Aktivität von Bortezomib scheint in verschiedenen soliden Tumoren variabel zu sein.
Beispielsweise ist dessen Aktivität, insbesondere in Kombinationstherapien, im fortgeschrittenen
Androgen-unabhängigen Prostatakarzinom, rezidivierenden Ovarialkarzinom und nichtkleinzel-
ligem Lungenkarzinom höher im Vergleich zu dem metastasierenden Mammakarzinom sowie
Melanom und dem Nierenzellkarzinom. Die Gründe für diese variable Aktivität sind nicht bekannt.
Diskutiert werden Unterschiede hinsichtlich der Zuverlässigkeit Proteasom-abhängiger Wege sowie
der Fähigkeit der Proteasom-Hemmung, um somit den tumortyp-spezifischen Zellzyklus und die an-
tiapoptotischen Mechanismen zu stören. Es ist auch möglich, dass KRK-Metastasen für Bortezomib
weniger permeabel sind als andere Tumortypen [224].
Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse, dass die HCMV-Infektion der Kolonkarzinomzellli-
nie Caco-2 durch die Ko-Kultur mit primären Fibroblasten sowie durch die Ko-Infektion, bei der
Karzinomzellen mit HCMV-infizierten Fibroblasten kultiviert werden, erleichtert wurde. Die Ko-
Infektion führte, zellzahl- sowie HCMV-titerabhängig, einerseits zu einem frühzeitig ausgeprägten
CPE, andererseits war eine hohe Proliferation und Infektion der Caco-2 nachweisbar. Die Ko-Kultur
bewirkte, bei 7-tägiger unveränderter serumarmer Medium-Behandlung, einen starken proprolife-
rativen sowie geringen prospätapoptotischen/pronekrotischen Effekt. HCMV induzierte bei der
Ko-Kultur, wie bei der Caco-2-Mono-Kultur, einen geringen antifrühapoptotischen Effekt. Der anti-
proliferative Einfluss von HCMV wurde durch die Ko-Kultur leicht erhöht. Für Bortezomib war, mit
den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen, eine bei Konzentrationsanstieg hohe antiprolife-
rative Aktivität bei der nichtinfizierten wie bei der infizierten Mono- und Ko-Kultur nachweislich.
Die bei der Mono-Kultur auftretende hohe proapoptotische Wirkung wurde durch die Ko-Kultur
leicht vermindert, sowohl bei den nichtinfizierten als auch bei den infizierten Kulturen. Um den
Einfluss von HCMV sowie den Effekt der Ko-Kultur auf die Wirkung von Bortezomib bei dem
Kolonkarzinomzelllinien/Fibroblastenzelllinien-Modell zu verifizieren, sollten dreidimensionale (3-
D)-Experimente, die der physiologischen Zellumgebung am nächsten sind, unter Berücksichtigung
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9.1 Proliferationsanalysen der Zelllinien Caco-2 und HELF Fi301
(s. 5.1.3)
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Abb. 9.1 Proliferation und Vitalität der Zelllinien Caco-2 und HELF Fi301
Dargestellt sind die Zellzahlen [x 104], Vitalitäten [%] und Konfluenzen [%] in A der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
und in B der primären Fibroblastenzelllinie HELF Fi301. Die Zellen wurden dazu in definierten Zeiträumen von 24 h,
48 h, 72 h, 96 h sowie 120 h bei Gegenwart von 10 % (v/v) FCS-EMEM kultiviert. Mittels Trypanblau-Ausschlusstest
erfolgte die Bestimmung vitaler und avitaler Zellen zu den vorgenannten Zeitpunkten. Die Konfluenz war jeweils
geschätzt. Die Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von vier unabhängigen Experimenten.
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Abb. 9.2 Einfluss von Bortezomib, (S)-MG132 und (R)-MG132 auf die Replikation des GCV-resistenten klini-
schen HCMV-Isolats bei der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Die mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierten Caco-2 wurden mit Methocel,
welches aufsteigende Konzentrationen der Proteasominhibitoren A Bortezomib, B (S)-MG132 sowie C, D (R)-MG132
enthielt, überschichtet und für 7 d inkubiert. Proteasominhibitor-unbehandelte nichtinfizierte sowie infizierte Caco-2
dienten als Kontrollen. Nach der sich anschließenden Fixierung der Zellen und immunzytochemischen Färbung gegen
HCMV-IE1/IE2 erfolgte die lichtmikroskopische Quantifizierung der Plaques. Die gestrichelte Linie in A, B, C und D
kennzeichnet 50 % der Plaqueanzahlen bezogen auf die Proteasominhibitor-unbehandelten infizierten Caco-2 (Kon-
trolle, als 100 % definiert) und erlaubte nach der Lotfällung (A, B) eine Abschätzung der EC50-Konzentration jeweils


























































Abb. 9.3 Einfluss von Bortezomib und (S)-MG132 auf die Zellproliferation der Kolonkarzinomzelllinie Caco-2
Nichtinfizierte Caco-2 wurden mit 2 % (v/v) FCS-EMEM (mock) und aufsteigenden Konzentrationen der Proteasominhi-
bitoren für 7 d inkubiert. Nach Durchführung des Cell Proliferation Kit II (XTT) sind die entsprechenden Absorptionen
in A für Bortezomib sowie in B für (S)-MG132 dargestellt, welche prozentual zu mock ins Verhältnis gesetzt wurden.
Die durchgezogene Linie beider Kurven kennzeichnet 50 % der vitalen Zellen in Bezug zu mock (als 100 % defi-
niert) und erlaubte nach der Lotfällung eine Abschätzung der CC50-Konzentration jeweils aus den Einzelkurven. Die
Ergebnisse repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten.
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9.4 Mikroskopische Darstellung nichtinfizierter Caco-2



















Abb. 9.4 Mikroskopische Darstellung nichtinfizierter Caco-2
Nach 7-tägiger Kultivierung nichtinfizierter Caco-2- (A, B, C) sowie HELF Fi301-Deckglas-Kulturen (D, E, F) (mock)
in Anwesenheit von 2 % (v/v) FCS-EMEM wurden diese fixiert und permeabilisiert. Anschließend erfolgte die indi-
rekte Immunfluoreszenz unter Verwendung von Primärantikörpern gegen die viralen Proteine IE1 (immediate early),
processivity factor pUL44 (early) sowie Tegumentprotein pp28 (late). Als Sekundärantikörper diente das Fluorochrom
Anti-Maus/Cy5. Durch das DNA-anlagernde Fluorochrom DAPI konnten die Zellkerne gefärbt werden. Dargestellt sind
die entsprechenden Überlagerungen der DAPI- und Cy5-Fluoreszenzen nach konventioneller Fluoreszenzmikroskopie.
Der Größenstandard entspricht 50 µm. Die Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten sind repräsentiert.
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9.5 Mikroskopische Darstellung des Einflusses von Proteasominhibitoren
(s. 7.1.2.2, Abb. 7.1)
IE1/IE2 pUL44 pp28

















































Abb. 9.5 Mikroskopische Darstellung des Einflusses von Bortezomib auf HCMV-infizierte und nichtinfizierte
Caco-2
A Die mit dem GCV-resistenten klinischen HCMV-Isolat mit einer MOI von 30 infizierten und B nichtinfizierten Caco-2-
Deckglas-Kulturen wurden für 7 d mit 2 % (v/v) FCS-EMEM (je A, B, C), Bortezomib (4,01 nM (EC50) je D, E, F;
5,51 nM (EC75) je G, H, I) sowie (S)-MG132 (101 nM (EC50) je J, K, L; 157 nM (EC75) je M, N, O) behandelt. Infi-
zierte (MOI = 1) und nichtinfizierte HELF Fi301 (Behandlung nur mit serumarmen Medium) (je P, Q, R) dienten als
Referenzzelllinie. Im Anschluss erfolgte die Durchführung der indirekten Immunfluoreszenz. Primärantikörper gegen
sehr frühe (IE1/IE2) virale Proteine, dem frühen (processivity factor pUL44) und dem späten (Tegumentprotein pp28)
viralen Protein sowie der Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekundärantikörper anti-Maus/Cy5 kamen zur Anwendung.
Durch das DNA-anlagernde Fluorochrom DAPI erfolgte die Zellkernfärbung. Dargestellt sind die entsprechenden Über-
lagerungen der DAPI- und Cy5-Fluoreszenzen nach Mikroskopie mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop.
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